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Resumen

La diarrea es un trastorno sumamente frecuente en todo el mundo que sigue siendo causa frecuente
de morbimortalidad en paises en desarrollo, en particular en nifios. La Organizacion Mundial de la
Salud reporta que es uno de los cinco principales problemas de salud publica y la segunda causa de
muerte infantil mundial. En México es la segunda causa de morbilidad y principal causa de
consulta externa y hospitalaria en menores de cinco afios.

Los estudios etnobotanicos de plantas medicinales, pueden ser fuente de informacion para
encontrar compuestos bioactivos, su uso ha hecho posible el desarrollo de un gran niumero de
medicamentos para uso clinico. Una gran variedad de especies del género Vitex se usan como
remedios por el pueblo mexicano y ha sido motivo de estudios en diversos paises, aun asi, solo 28
especies han sido estudiadas.

El presente trabajo representa el primer estudio farmacolégico de Vitex pyramidata utilizada en la
medicina tradicional mexicana. Se evalud el potencial antidiarreico in vitro, in vivo y
antibacteriano de los extractos organicos hexanico, diclorometanico y metanolico de hoja, corteza
y fruto.

Se ensayaron los extractos en un modelo in vifro con intestino aislado de rata a una concentracioén
de 150ug/ml. Seis de los nueve extractos disminuyeron significativamente la frecuencia de los
movimientos peristalticos. Tres de estos extractos: hexanico de hoja y los metanolicos de hoja y
corteza, mostraron mayor actividad.

En el modelo in vivo se analizaron estos tres extractos a una concentracion de 250mg/kg, sin
embargo no se encontraron diferencias significativas que pudieran considerarse relevantes.

En las pruebas microbioldgicas los extractos diclorometanico y metandlico de corteza, y hexanico
y metanoélico de hoja presentaron actividad. Las trece cepas bacterianas ensayadas fueron sensibles
al menos frente a uno de estos extractos a una concentracion maxima de 8 mg/ml, considerada
como una actividad antibacteriana significativa, y nueve cepas presentaron inhibicion a
concentraciones menores o iguales a 2 mg/ml en al menos un extracto.

Los resultados obtenidos en este estudio validan el conocimiento y uso medicinal tradicional que se

tiene de V. pyramidata como antidiarreico.

Resumen |1
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1. Antecedentes

1.1 Las plantas y la medicina tradicional en México

El uso de las plantas medicinales en el mundo es parte de la cultura y de las tradiciones de los
pueblos, ademas, se trata de un recurso barato y accesible, ya que la mayoria de los remedios
vegetales se obtienen a partir de plantas que crecen en cada localidad (Waller, 1993). El uso de
la medicina tradicional —en especial las plantas medicinales- estd muy extendido en los paises
en vias de desarrollo, su empleo esta arraigado a las circunstancias histéricas y creencias,
siendo en algunos casos la medicina tradicional, la nica fuente accesible de atencién médica,

especialmente para los pacientes mas pobres (OMS, 2002).

En México dicho conocimiento y uso de las propiedades medicinales de las especies vegetales
se remonta siglos antes de la conquista, y en la actualidad se siguen empleando (Ruiz, 2007),
por lo que constituyen uno de los principales o Unicos recursos terapéuticos tanto en el medio
rural como suburbano, donde los servicios de atencion médica son escasos, acentuandose en las
poblaciones mas alejadas de las cabeceras municipales y de los centros urbanos,
particularmente para los indigenas (Tapia-Conyer, 1994; Osuna et al., 2005), ya sea porque los
centros de atencion médica se encuentran lejos de la localidad o bien, porque es mas costoso el
tratamiento con medicina alopata (Frei et al., 1998). Por esta razén en México, los terapeutas
tradicionales (especialistas de la medicina tradicional) representan la tnica alternativa médica
para mas de 40 millones de mexicanos que no tienen acceso a los diferentes centros de salud.
Esta documentado que existen en promedio de cuatro a cinco terapeutas tradicionales por cada
médico aldpata, cifra que corrobora la importancia que tiene actualmente en México la
medicina tradicional, con sus recursos humanos, animales, minerales y vegetales (Lozoya ef al.,

1987; Lozoya, 1990).

Se estima que en nuestro pais entre 3000 y 5000 especies vegetales son usadas medicinalmente
(Lozoya, 1990; Argueta et al., 1994), y que dada la diversidad vegetal podrian llegar a ser hasta
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20 mil (Aguilar y Martinez, 1993; Estrada y Quezada, 1994). Del total de especies medicinales
registradas, la mayoria corresponden a remedios utilizados para curar enfermedades
gastrointestinales incluida la diarrea (Argueta et al., 1994; Frei et al., 1998; Ankli et al., 1999),
lo que constituye un reflejo de la alta incidencia de este tipo de enfermedades en México (Ruiz,
2007). De hecho, historicamente para Fray Bernandino de Sahagtin, Martin de la Cruz y Juan
Badiano, las enfermedades gastrointestinales eran las mas frecuentes entre los nahuas (Flores,

1982).

Los estudios etnobotanicos de plantas medicinales, pueden ser una fuente de informacion para
encontrar los compuestos bioactivos (Verpoorte, 1998). La busqueda de nuevos agentes
farmacologicamente activos obtenidos de fuentes naturales, ha hecho posible el desarrollo de
muchos medicamentos para su uso clinico (Shu, 1998), a pesar de esto, de la riqueza y la
variedad de la flora medicinal, el porcentaje de especies de las que se poseen estudios
fitoquimicos y farmacoldgicos es muy escaso (Mata, 1993). Los siglos de uso empirico avalan
en la mayoria de los casos, los recursos vegetales utilizados como medicinales, sin embargo, es
necesario aplicar el método cientifico de manera interdisciplinaria para el estudio de las plantas
que actualmente estan siendo utilizadas como medicinales, es decir, que se aborden aspectos
etnobotanicos, fitoquimicos, farmacologicos, toxicologicos, entre otros (Verpoorte, 1998;

Osuna et al, 2005).
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2. Diarrea

2.1 Generalidades

La diarrea es un trastorno sumamente frecuente, en todo el mundo hay mas de mil millones de
individuos que cada afio sufren uno o mas accesos de diarrea aguda. Las deficiencias en la
higiene y el acceso restringido a los servicios asistenciales explican porque la diarrea infecciosa
aguda sigue siendo una de las causas mas frecuentes de morbimortalidad en los paises en
desarrollo, en particular entre los nifios (Kasper et al., 2006; Ramirez et al., 2006). Su
incidencia la ubica como una de las principales causas de morbilidad dentro del grupo de las
enfermedades infecciosas (Guerra-Godinez et al., 2003). De acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), la diarrea es uno de los cinco principales problemas de salud
publica mundial (Terrés y Casas, 2002). La OMS calcula que 1,8 millones de personas mueren
cada afno debido a enfermedades diarreicas -incluido el colera-, un 90% de esas personas son
nifios menores de cinco afos principalmente de paises en desarrollo, en los que representa un
19% de la mortalidad total en la nifiez, siendo la diarrea, la segunda causa de muerte infantil en
el mundo. En los paises del tercer mundo se debe principalmente al agua contaminada y a un

saneamiento deficiente (OMS, 2003a; OMS, 2003b; OMS, 2005; OMS, 2008).

Se ha observado que nifios que presentan cinco o mas episodios de diarrea aguda al afio, no
solo disminuyen en talla y peso, sino que también disminuyen en su desarrollo cognoscitivo
(Nataro y Kaper, 1998), y aunque en un extremo del espectro la diarrea puede constituir
simplemente sintomas molestos, en el otro constituye trastornos graves capaces de amenazar la

vida (Kasper et al., 2006).
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2.2 Situacion de la diarrea en México

En México la diarrea es la segunda causa de morbilidad en la poblacion general y la principal
causa de demanda de consulta externa y hospitalaria en los nifios menores de cinco aios
(Terrés y Casas, 2002). La incidencia de enfermedades diarreicas de 1993 al 2000 se
incrementd en 40.3%; de 5060.7 casos por cien mil habitantes pas6 a 7107.2, debido a la
disminucion del subregistro y a un posible incremento de las diarreas que en promedio sufre la
poblacion (Farthing, 2000).

Se calcula que el sindrome diarreico es el responsable de por lo menos 5 mil defunciones
anuales en menores de 5 anos (Farthing, 2000). Actualmente se calcula que cada nifio
mexicano padecera en promedio dos episodios diarreicos anuales, lo cual tiene un alto impacto
econdmico ya que el costo estimado de hospitales asciende a los 670 ddlares sumado a la
pérdida de alrededor de 32 horas laborales por parte de los padres (Escobar-Picaso ef al., 2006).
En México el 80% de las diarreas son producidas por Rotavirus, Escherichia coli en especial el
serotipo enterotoxigénico, Campylobacter jejuni, Salmonella sp. y Shigella sp. (Mota, 2002;
Terrés y Casas, 2002). Ramiro et al. (2002) reportan que el rotavirus es la segunda causa de
hospitalizacién por diarrea en México solo después de E. coli.

En México el 81.3% de las diarreas corresponden al tipo agudo, el 9.5% a diarrea con sangre y

el 9.2% a diarrea cronica (Romero y Herrera, 2002).

2.3 Definicion y clasificacion

La diarrea (del griego y el latin: dia, a través, y rheein, fluir o correr), se define en sentido
amplio como la expulsion de heces no formadas o anormalmente liquidas, con una mayor
frecuencia de defecacion (Griffith ef al., 2003; Kasper et al., 2006). Segiin la Norma Oficial
Mexicana para la atencion a la salud del nifio (NOM-031-SSA2-1999), la diarrea aguda es la
evacuacion de tres o mas veces en 24 horas, por menos de dos semanas. Para un adulto que
consuma una dieta que priva en el hemisferio norte occidental, evacuaciones superiores a 200

g/dia puede considerarse en general como diarrea (Kasper et al., 2006). Las causas de la diarrea
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son innumerables, pero todas las alteraciones de la funcion intestinal son similares. Dado que el
peso de las heces esta determinado en gran parte por el agua en las mismas, la mayor parte de
los casos de diarrea se originan por trastornos del transporte intestinal de agua y electrolitos
(Goodman y Gillman, 1991).

Desde una perspectiva mecanica, la diarrea puede originarse por aumento de la carga osmotica
dentro del intestino, lo cual origina retencion de agua dentro de la luz; secrecion excesiva de
electrolitos y agua hacia la luz intestinal, exudacion de proteinas y liquido desde la mucosa y
alteraciones de la motilidad intestinal, lo cual da lugar a un incremento neto del volumen de las
heces y el peso de las mismas, acompafiado por un cambio del contenido de agua (Griffith et
al., 2003). El objetivo del tratamiento de la diarrea es aumentar la absorcion intestinal de agua
mediante la reduccion del contenido de electrolitos luminales, por el aumento de la absorcion
activa de Na” o la disminucion de la secrecion de aniones, o mediante la diminucion de la

motilidad intestinal, favoreciendo asi la absorcion (Goodman y Gillman, 1991).

Es importante reconocer que la diarrea casi siempre se autolimita y que la mortalidad por esta
enfermedad se relaciona con las complicaciones, el peligro que conlleva es la pérdida de
nutrientes corporales y liquidos, siendo la deshidratacion la causa de muerte en cerca de 70%

de los casos letales (Alvarez-Larrauri, 1998; Silvia, 2000; Terrés y Casas, 2002; Ruiz, 2007).
Uno de los parametros que pueden ser utilizados para clasificar a la diarrea, es en funcién de su
duracion como; diarrea aguda: la que dura menos de dos semanas; diarrea persistente: si dura

de dos a cuatro semanas y diarrea cronica: cuando dura mas de cuatro semanas (Kasper et al.,

2006 y NOM-031-SSA2-1999).

2.4 Etiologia de la diarrea

La etiologia de las diarreas es variada. Segun ésta, la diarrea se divide en infecciosa y no

infecciosa (Mota-Hernandez, 2006).
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2.4.1 Diarrea infecciosa

Corresponde a mas del 90% de los casos de diarrea aguda, y dentro de los agentes infecciosos
que la producen se incluyen virus, bacterias, parasitos y hongos; estos casos se manifiestan a
menudo acompanados por vomito, fiebre y dolores abdominales (Mota-Hernandez, 2006;

Kasper et al., 2006).

La mayoria de las diarreas infecciosas se transmiten por via fecal-oral, a través de contactos
personales directos, o con mayor frecuencia al ingerir agua o alimentos contaminados con los
microorganismos patogenos que estan en las heces de humanos o de animales. En las personas
inmunocompetentes, la microbiota fecal saprofita, que abarca a mas de 500 especies
taxondmicas distintas, rara vez produce diarrea y en realidad puede desempeiar un papel
protector, impidiendo la proliferacion de agentes patdgenos ingeridos. La lesiéon o infeccion
aguda aparece cuando el agente patdogeno ingerido supera a las defensas inmunitarias y no
inmunitarias: acido gastrico, enzimas digestivas, secrecion de moco, peristaltismo y microbiota
saprofita supresora de las mucosas digestivas del hospedero (Kasper et al. ,2006). Entre las
bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, las cominmente asociadas a este
padecimiento son: Escherichia coli, Shigella dysenteriae, Sh. flexneri, Sh. boydii, Sh. sonneii,

Salmonella enteritidis y S. typhimurium (Coria et al., 2001).

2.4.2 Diarrea no infecciosa
Corresponde al 10% del total de las causas, ésta se debe a medicamentos u otros farmacos,
ingestion de sustancias toxicas, isquemia y sobrealimentacion, alimentos hiperosmolares,

alergias o hipersensibilidad, hormonas, trastornos psiquiatricos y post-quirirgicos entre muchas

otras causas (Kasper et al., 2006; Mota-Hernandez, 2006).

Diarrea |7



Rios Carrillo J. E.|

2.5 Prevencion social

La incidencia de las diarreas puede ser abatida mediante el mejoramiento de las condiciones del
medio y la educacion e higiene personal. Para un control efectivo se requieren obras de

saneamiento basico, suministro de agua potable y el deposito adecuado de los desechos

(Alvarez-Larrauri, 1998).
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3. Tratamiento

Cuando se identifica alguna causa primaria de diarrea, ademas de infecciones comunes, la base
del tratamiento se orienta a dicha causa. Hay unas cuantas situaciones en que se requieren
tratamientos especificos contra el patdgeno bacteriano o parasitario. En términos generales, el
tratamiento no debe orientarse de modo especifico a alterar la frecuencia de defecaciones ni la
consistencia de los excrementos. Los productos contra la motilidad (loperamida, difenoxilato y
codeina) se deben usar s6lo para controlar por lapsos breves, los sintomas en adultos durante

periodos de incomodidad social notable, como los viajes (Murtagh, 2007).

3.1 Rehidratacion oral e intravenosa

En el tratamiento del paciente con diarrea, la hidratacioén oral para la reposicion de liquidos y
electrolitos tiene importancia esencial, siendo aceptada universalmente como uno de los
procedimientos mas importantes para prevenir o corregir el desequilibrio hidroelectrolitico,
disminuir las complicaciones, los costos de atencioén y abatir la mortalidad por la enfermedad
(Larracilla, 2002; Kasper et al., 2006). Si la diarrea es intensa, para evitar la deshidratacion
habra que administrar inmediatamente soluciones con azucar y electrolitos (bebidas deportivas
o un preparado similar) por via oral. En los pacientes con deshidratacion intensa, en particular

en lactantes y ancianos, se necesita la rehidratacion por via intravenosa (Kasper et al., 2006).

3.2 Antibidticos

Su uso prudente estd indicado en casos escogidos como disenteria, cdlera o inmunocompromiso
(Kasper et al., 2006; Mota-Hernandez, 2006). Los principales grupos de antibioticos empleados
para tratar las infecciones causadas por enterobacterias son: P-lactamas, quinolonas,
aminoglicosidos, tetraciclinas y sulfonamidas (Georgopapadakoii, 2002). Algunos de los

efectos adversos que causan los antibioticos son: el incremento de la resistencia bacteriana, los
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costos elevados del tratamiento, las reacciones alérgicas y sobre todo la destruccion de la
microbiota bacteriana normal que favorece la colonizacion de gérmenes potencialmente
patogenos y predispone al huésped a adquirir infecciones sistematicas graves (Gutiérrez-

Camacho et al., 1997).

3.3 Otros farmacos

En la diarrea de grado moderado, sin fiebre ni sangre en las heces, la Loperamida, que inhibe la
secrecion y la motilidad intestinal, puede aliviar los sintomas, no obstante, es mejor no usar
este tipo de farmacos en los pacientes con disenteria febril, porque puede agravar o prolongar la
duracion de la diarrea (Kasper et al., 2006). El efecto adverso de mayor frecuencia son los
colicos (Gutstein y Akil, 2003), ademés pueden presentarse mareos, vértigo, resequedad de la
mucosa bucal, erupcion en la piel, alteraciones gastricas y fatiga (Ritter et al., 1999; Kalant y
Roschlau, 2002). Su uso excesivo, especialmente en nifios puede ser fatal (Ritter et al., 1999),
pues la dosis excesiva puede conducir a depresion del sistema nervioso central e ileon

paralitico (Jafri y Pasricha, 2003).
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4. La basqueda de nuevos tratamientos

4.1 Estudio de plantas medicinales

Ademas de las terapias medicas modernas, el uso de plantas medicinales en el tratamiento de
las diarreas es una practica frecuente en innumerables paises. Dichas especies vegetales son
consideradas como fuentes potenciales de compuestos con actividad antiespasmodica y/o
moléculas modelo para la sintesis de nuevos farmacos (Astudille-Vazquez et al., 2009).
Ademas, dado al incremento de la resistencia de muchos patdégenos comunes a agentes
quimioterapéuticos, existe un renovado interés en el descubrimiento de nuevos compuestos que

puedan ser usados para combatir las enfermedades infecciosas (Enzo, 2006).

Existen numerosos estudios que han servido para validar el uso tradicional de plantas
medicinales para tratar o prevenir la diarrea (Enzo, 2006). La forma de evidenciar el efecto
antidiarreico de una especie vegetal incluye modelos experimentales in vivo e in vitro

(Astudille-Vazquez et al., 2009).

Muchos extractos de plantas han sido seleccionados por su actividad antimicrobiana, mientras
que otros han sido investigados por otras propiedades antidiarreicas. Los extractos pueden
exhibir efectos antiespasmodicos, retardo del transito intestinal, suprimir la motilidad intestinal,
estimular la absorcion de agua o reducir la secrecion de electrolitos. Estas actividades, junto
con la actividad antimicrobiana, pueden ayudar a explicar los beneficios de la utilizacion de
determinadas plantas en el tratamiento de las enfermedades diarreicas (Enzo, 2006), y son la
base de la evaluacion farmacoldgica de un potencial agente antidiarreico (Astudille-Vazquez et

al., 2009).

Astudille-Vazquez et al. (2009) revisaron 242 estudios realizados entre 1972 y 2008 de plantas

con actividades antiespasmddicas, gastrointestinales y antidiarreicas provenientes de 101
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familias botdnicas. Encontraron que el 45.4% de las especies estudiadas se distribuian en sélo 8
familias botanicas, en primer lugar se encuentra la familia Asteraceae (27%) en la que se
concentrd el mayor nimero de especies con efectos antiespasmodicos y/o antidiarreicos, le
siguieron las Fabaceae (21%) y Lamiaceae (18%). Con frecuencias menores se encontraron a
las familias Euphorbiaceae, Rutaceae, Rubiaceae, Verbenaceae y Apocynaceae.

La deteccion de la familia Asteraceae coincide con los resultados de Tortoriello ef al. (1995),
sobre plantas medicinales empleadas en padecimientos gastrointestinales y respiratorios en
Chiapas (México). Asi mismo las plantas mas estudiadas fueron Psidium guajava (Guayabo),
Matricaria chamomilla (Manzanilla), Ocimum gratissimum (Orégano cimarrén) y Acorus
calamus (Célamo). La experimentacion in vitro (58%) fue mas frecuente con respecto a la in
vivo (42%). Los tipos de compuestos antiespasmddicos encontrados corresponden a
flavonoides (33%), terpenos (25.3%) y alcaloides (22%).

Sobre la distribucion geografica los autores mencionan que en los paises asiaticos es donde se
han estudiado mas las especies vegetales (34% de los estudios), seguido por América, Europa y
por ultimo Africa. Sin embargo, es importante mencionar que al considerar los estudio sobre
aceites esenciales, fracciones activas y compuestos puros, son los paises europeos en donde se
ha trabajado mas (17%), seguidos por América (14%) y Asia (12%). También observaron que
muchos de los estudios realizados en los paises denominados “desarrollados”, se efectuaron
con especies vegetales que forman parte de la medicina tradicional de los paises llamados “en
vias de desarrollo”. Dichos resultados estan relacionados indudablemente, con las condiciones
socioecondmicas de cada lugar y confirman lo expresado por Soejarto et al. (1996) respecto a
la existencia de paises que son ricos en tecnologia y paises que son ricos en biodiversidad. En
ultima instancia, la variable econémica es determinante en la profundidad del estudio de una

planta medicinal (Astudille-Vazquez et al., 2009).

Por otro lado, el tamizaje fitoquimico de los extractos bioactivos de plantas que se utilizan
como antidiarreicas en la medicina tradicional, ha revelado la presencia de alcaloides, taninos,
flavonoides, esteroles, terpenos, hidratos de carbono, lactonas, proteinas, aminoacidos,

glucdsidos y saponinas. De estos, los taninos, fenoles, saponinas, alcaloides y flavonoides se
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han relacionado o se ha sugerido que estan involucrados en la actividad antibacteriana y
antiviral, mientras que los taninos y flavonoides se cree que son responsables de otras
actividades con efectos antidiarreicos. Las investigaciones sobre el modo de accion indican que
los taninos y flavonoides aumentan el agua del colon y la reabsorcion de electrolitos, mientras

que otros fitoquimicos actian por inhibicion de la motilidad intestinal (Enzo, 2006).

Ciertamente las pruebas aportadas por los estudios recientes de las terapias basadas en plantas,
alienta una mayor investigacion en la expectativa de que los tratamientos alternativos para

enfermedades diarreicas alcanzara un mayor desarrollo (Enzo, 2006).

4.2 Otras alternativas de tratamiento

4.2.1 Vacunas

Una de las formas con las que se estd intentando atacar a los agentes infecciosos, en particular
los causantes de enfermedades diarreicas, es por medio de vacunas. De éstas, las vacunas frente
a los procesos diarreicos debidos a rotavirus estdn en una etapa de desarrollo muy avanzada y
actualmente son comercializadas, en contraste con lo que ha sucedido con las infecciones
gastrointestinales producidas por bacterias, que no disponen hasta el momento, de vacunas mas
recientes o mas eficaces (Ciro, 2004; Saenz, 2005). Se han realizado multiples trabajos de
investigacion con vacunas experimentales contra Vibrio cholerae, Escherichia coli, Shigella,
Campylobacter jejuni y diferentes especies del género Salmonella, (Saenz, 2005). Y aunque los
diferentes patdgenos capaces de producir enfermedades diarreica apenas suponen una docena,
la diversidad de cepas y de antigenos son el principal obstaculo para el desarrollo de vacunas

eficaces (Alvarez, 2008).

Asi, los principales avances logrados en el desarrollo de vacunas frente a algunos patdégenos

que causan enfermedades diarreicas son los siguientes:
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Rotavirus

En 1998, los Estos Unidos de Norteamérica (EU) fue el primer pais en autorizar y recomendar
la vacunacion contra rotavirus para todos los nifios como parte de un programa rutinario de
inmunizacion infantil (Ciro, 2004), en este mismo afio se aprobd una vacuna viva reasortante
tetravalente oral, denominada Rhesus Rotavirus Vaccine (RRV-TV-Rota Shield), sin embargo
tiempo después fue retirada del mercado por el riesgo de invaginacion intestinal asociada a su
administracion (Saenz, 2005). En la actualidad estan en proceso de desarrollo al menos siete
vacunas en diversas fases de prueba (Ciro, 2004). Un hecho importante es el desarrollo de la
vacuna Rotarix® de virus atenuados, la vacuna es segura y bien tolerada y fue aprobada por las
autoridades sanitarias de México, por lo que el programa de vacunacion se inicio el 2005, esto
constituy¢ el primer paso para el lanzamiento global de una vacuna contra los rotavirus (Saenz,

2005).

Campylobacter jejuni

La inmunidad a C. jejuni parece ser especifica de cepa y los antigenos que confieren
inmunidad no son bien conocidos. El Instituto Médico de Investigacion de la Armada de EU
desarroll6 una vacuna candidata que consiste en células enteras inactivadas combinadas con la
toxina 7L de E. coli como adyuvante de mucosa (Baqar ef al., 1995), en investigaciones con
animales se vio que una dosis Gnica tuvo una eficacia del 87% (Alvarez, 2008). Se estan
desarrollando otras estrategias de vacunacion teniendo en cuenta la flagelina de C. jejuni, se ha
evaluado una vacuna recombinante de la subunidad flagelina en ratones en una sola dosis

intranasal con toxina 7L que confiri6 proteccion de mas del 80% (Lee ef al., 1999).

Vibrio cholerae

La vacuna del célera se investiga preferentemente con el fin de evitar la diarrea del viajero. El
objetivo de la inmunizacion es proteger directamente a nifios y viajeros que se trasladan a zonas
endémicas (Séenz, 2005). Se ha autorizado el uso de dos modernas vacunas orales contra el
colera en numerosos paises (Ciro, 2004). Una de las vacunas contiene microorganismos

muertos de V. cholerae O1 inactivado, se administra junto con la subunidad B de la toxina del
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colera (Holmgren et al., 1992). La otra vacuna es una cepa atenuada de V. cholerae O,
elaborada con técnicas de ingenieria genética, empleada como vacuna oral de microorganismos
vivos de una sola dosis (Levine y Kaper, 1995; Sdenz, 2005). La eficacia vacunal obtenida
hasta ahora con ambas no ha sido alta, se desconoce su efectividad en areas endémicas y so6lo
se recomienda su uso en situaciones catastroficas (Saenz, 2005). América Latina y Asia han

sido sitios de importantes ensayos clinicos y practicos de estas vacunas (Ciro, 2004).

E. coli enterotoxigénica

Se ha preparado una vacuna segura € inmundgena que contiene cinco cepas inactivadas de E.
coli enterotoxigénica que en su conjunto expresan las principales variantes de los factores
antigénicos de colonizacion, otras vacunas que se investigan son de liposomas, también se

investiga una comestible, en la cual el antigeno LT se incluye en la planta (Saenz, 2005).

Salmonella spp.

Las estrategias seguidas para el desarrollo de estas vacunas han estado dirigidas, casi en su
totalidad, a la obtencidon de preparados inmunizantes contra S. #yphi para uso humano y al de
vacunas con S. typhimurium o S. enteritidis para uso veterinario, tratando de prevenir la
infeccion en los portadores que funcionan como reservorio (Saenz, 2005). Los extensos brotes
de fiebre tifoidea resistente al cloramfenicol ocurridos en México (1972), Viet Nam (1973) y
Peru (1980) estimularon el desarrollo de una nueva generacion de vacunas (Ciro, 2004), dicha
estrategia se sigue actualmente contra S. #yphi y consiste en utilizar como inmunogeno el
polisacarido Vi purificado, o bien, emplear cepas atenuadas por via oral (Sdenz, 2005).
Distintos ensayos con la vacuna Vi, cuya inmunogenicidad se potencia conjugando el
polisacarido a una proteina portadora, han demostrado que una sola dosis tiene una eficacia del
72 al 80% (Ciro, 2004 y Saenz, 2005). Existe otro modelo, la vacuna 7y 2/a, que ha sido
extensamente probada en Egipto y Chile, recomendada como vacuna para viajeros
internacionales (Ciro, 2004 y Sédenz, 2005). También existen varios candidatos vacunales de
cepas de Salmonella atenuadas por ingenieria genética y ain en fase muy precoz de

investigacion (Saenz, 2005). Se prevé que en los proximos afios la vacuna conjugada de
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polisacaridos Vi y por lo menos una vacuna oral atenuada de microorganismos vivos elaborada
con técnicas de ingenieria genética pasaran a formar parte de los productos de venta autorizada

(Ciro, 2004).

Shigella spp.

Las observaciones hechas en varios lugares han mostrado que la exposicién natural o
experimental a los antigenos de Shigella provoca inmunidad clinica, que indica la factibilidad
de desarrollar una vacuna eficaz. Se ha visto que dicha inmunidad es especifica de los
serotipos, lo que ha llevado a reconocer que la fraccion O del lipopolisacarido es un antigeno
de importancia critica para inclusiéon en una vacuna (Ciro, 2004). Actualmente hay tres
enfoques que estan en proceso activo para el desarrollo de la vacuna: vacunas parenterales
conjugadas de polisacaridos especificos de O, vacunas nasales de proteosomas transportadores
de lipopolisacaridos de Shigella y vacunas de mutantes invasores vivos atenuados de Shigella

creados por supresion para administracion oral (Ciro, 2004 y Sdenz, 2005).

4.2.2 Fitomedicamentos

Son escasos los estudios de medicamentos herbolarios estandarizados, Astudille-Vazquez et al.
(2009) detectaron solamente 11 preparaciones estudiadas como antiespasmodicos y que estan

indicados contra la diarrea, en el cuadro 1 se presenta un listado de estos.

Cuadro 1. Preparaciones estudiadas como antiespasmddicos y que estan indicadas contra la diarrea

(Astudille-Vazquez et al., 2009).

Kamillosan® Matricaria Parte aérea Achterrath-Tuckermapn etal.,
chamomilla 1980. (Ale mania).
Pecarin® Ribes nigrum Fruto Kyerematen y Sapdberg, 1986.
(Suecia).
Suspension oral Psidium guajava POIV(.) i Gutierrez ef al., 2000,
hoja (Cuba).
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Psidium guajava Hoja Lozoya et al., 2002.

(México).
Hglarrhenq Corteza
antidysenterica
Berberis aristata Tallo
Aegl / Frut i
eg. £ ImATmeo? - ,O Yoz Bafna y Bodhankar, 2003.
Punica granatum Cascara Tt
Myristica fragrans Fruto '

Salmalia malabarica Goma-

exudado
Panchamrut parpati

Panax einsen Raiz Hashimoto ef al., 2003.
& & (Japon).
Matricaria recutita

. Capasso et al., 2007.
Foeniculum vulgare (Italia)
Melissa officinalis '
Liquiritiae radix ,
Angelicae radix Raiz
Carvi fructus
Silybi mariani Fruto
Matricariae flos Flor
Chelidonii herba
Planta
Iberus amara

Ammon et al., 2006.
(Alemania).

Menthae piperitae ,
H
Melissae folium oJa
Amomum xanthioides
Astragalus mem-
branaceus
Atractylodes coreana
Polgonum
Iti
PaZOL;iZIﬂjZ;L;’Zica Raiz
Glycyrrhiza glabra Ryu et al., 2004.

Peuraria (Korea).
thunbergiana

Zingiber officinale

Citrus unshiu Fruto
Zizyphus jujuba,

Poria cocos Tallo

Semilla

Hoja

En relacion con la aceptacion y uso de la herbolaria en la practica médica en México, Taddei-

Bringas et al. (1999) realizaron un estudio en una unidad urbana de medicina familiar del
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Instituto Mexicano del Seguro Social en la ciudad de Hermosillo, Sonora. Los resultados de la
encuesta aplicada a 60 médicos (entre otros participantes), indicaron que 85 % conocian y
aceptaban la herbolaria y que 75 % la utilizaban. Posteriormente, en relacion al conocimiento
sobre fitofarmacos, se preguntd a 264 médicos que atendian en primer nivel en el sistema
publico de salud o en el sector privado del Estado de Morelos, los resultados sefialaron que
90.2 % de los participantes qued6 incluido en el rubro “conocimiento deficiente” sobre
medicamentos herbolarios (Romero et al., 2005). Estos aspectos son de interés porque la
comunidad médica es un factor importante en la implementacién del uso de fitofarmacos

(Astudille-Vazquez et al., 2009).

Asi pues, ante el panorama socio-econdémico que se avizora en los paises econdmicamente
dependientes como México, la necesidad de contar con fitofarmacos perfectamente
estandarizados en cuanto a su concentracion de compuestos activos, dosis, bioequivalencia,
efectos colaterales, evaluaciones sobre su toxicidad, etc. para dar respuesta a los requerimientos
de salud de una poblacion en crecimiento, debe ser prioritaria dentro de los programas de salud

publica (Taddei-Bringas et al., 1999).
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5. Planta medicinal en estudio

5.1 El género Vitex

Vitex es uno de los géneros mas numeroso, comprende 250 a 270 especies -0 mas segun el
autor- distribuidas en todo el mundo, entre arboles y arbustos que se encuentran en regiones del
tropico y sub-tropico (Mejia, 2002; Ganapaty y Vidyadhar, 2005). Recientemente el género
Vitex se ha clasificado dentro de la familia Lamiaceae -Labiadas- y anteriormente en la familia
Verbenaceae (Paton et al., 2000).

Una gran variedad de especies de Vitex se usan como remedios por el pueblo mexicano (Mejia,
2002; Meena et al., 2010). Y ha sido motivo de estudios en paises como China, India,
Alemania y mds recientemente en México (Mejia, 2002); so6lo 28 especies se han estudiado
fitoquimicamente (Ganapaty y Vidyadhar, 2005) y de éstas, 15 han sido ampliamente
estudiadas (Padmalatha, 2009), siendo las mas estudiadas V. negundo y V. rotundifolia (Mejia,
2002). Para el caso de V. pyramidata la planta en estudio de este trabajo, no existen hasta la
fecha estudios fitoquimicos ni farmacolégicos de ningun tipo que validen su uso en la medicina

tradicional como antidiarreico o para alguno de sus otros usos.

Hay wvarias especies del género Vitex que han sido reportadas en diversos estudios
etnobotanicos cuyo principal uso en la medicina tradicional es el antidiarreico y para afecciones
gastrointestinales, como V. pyramidata, V. pubescens, V. agnus-castus, V. doniana, V. mollis y
V. gaumeri (Argueta et al., 1994; Ahmad y Holdsworth, 1995; Bajpai et al., 1995; Ladeji et al.,
2004). De estas V. gaumeri'y V. pyramidata siguen sin estudios, y V. doniana es la Gnica en la
que se ha evaluado su actividad sobre el musculo uterino y musculo liso intestinal (Agunu et

al., 2005; Ladeji et al., 2004).
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5.2 Vitex pyramidata Robinson Proc. Amer. Acad. 29: 321. 1894.

Esta planta es conocida con el nombre de querenguerénicua en Michoacan; querengue en
Guerrero; cuata, cuatu, cuato, bitsha y bitasha (Cora) en Nayarit; negrito, coyote, ju?? y
tescalama en Sinaloa; coyotomate y capulin entre otros nombres (Martinez, 1959; Gispert y
Rodriguez, 1998; Ejemplares de herbario). Botdnicamente la planta no tiene sinonimias
reportadas (Tropicos, 2011).

Su distribucion abarca varios paises del continente americano como Honduras, Jamaica y
Meéxico, encontrandose en este ultimo pais en los estados de Chihuahua, Colima, Durango,
Guerrero, Jalisco (Ejemplar tipo; Tequila), México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Sonora y
Yucatan (Fig. 1), siendo su distribucion altitudinal de los 180 a los 1550 m y encontrdndose
principalmente en vegetacion de selva baja (Tropicos, 2011; Ejemplares de herbario).

La floraciéon y fructificacion varia dependiendo de la zona geografica. Los registros que se
obtuvieron a partir de ejemplares de herbario indican que la floracion inicia desde marzo y se
prolonga hasta octubre presentdndose la mayoria de los registros en el mes de julio. Asi mismo,
la fructificacion inicia en marzo llegando hasta noviembre, presentindose el maximo de

registros en los meses de septiembre y octubre.

Figura 1. Distribucion de V. pyramidata en la Republica Mexicana (DLIFE, 2011).
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5.2.1 Descripcidn botanica

Arbusto o algunas veces arbol alto de hasta 15 metros de altura; hojas largas pecioladas, las 5
hojuelas elipticas lanceoladas a oblongas, de 18 cm de largo o menos, redondeada a acuminada
en el &pice, obtusa o redondeada en la base, haz glabro, envés densamente tomentoso-grisaceo;
flores en cimas paniculadas, las paniculas axilares, piramidales, con muchas flores blanco
rosadas a moradas, tan largas como las hojas; fruto carnoso cercano a 1 cm de didmetro negro

azuloso (Fig. 2) (Standley, 1912; Martinez, 1959; Argueta et al., 1994).

: Figura 2. Ejemplar de V.

“w pyramidata del que se obtuvo parte

e e del material vegetal y detalle de
sus hojas e infrutescencias.

5.2.2 Uso medicinal de la planta

Su principal uso es para contrarrestar la diarrea -Estado de México-, y la soltura en Nayarit
(Martinez, 1959; Argueta et al., 1994; Gisper y Rodriguez, 1998). Generalmente se usa la hoja
en cocimiento, aunque puede emplearse el fruto o toda la planta (Argueta et al., 1994). Para la

diarrea se usa el cocimiento de frutos y hojas (Martinez, 1959), también se pueden preparar sus
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hojas junto con las de otras plantas como de Kualamo (Vitex mollis) y guayaba (Psidium
guajava) usandose dos hojas de cada planta y cociéndose en un litro de agua, el agua resultante
se bebe como agua de uso —esta Ultima preparacion también estd indicada para la soltura-
(Gispert y Rodriguez, 1998). Otra forma de preparacién es remojar hasta que el agua adquiera

una coloracion azul claro (Argueta et al., 1994; Gispert y Rodriguez, 1998).

La planta se utiliza también contra la tos —uso que se le da en la localidad donde se colect6 el
material vegetal para el presente trabajo de investigacion-, como “pectoral”, para regular la
menstruacion y curar el “mal de orin”, para tratar la mordedura de animales ponzofosos y
contra el “virtilinque pinto blanco” (Vitiligo) (Argueta et al., 1994). Sus usos medicinales

siguen vigentes en la actualidad (BDMTM, 2011).
En el siglo XX, Maximino Martinez (Martinez, 1969 (1934)) la reporta como alexitere

antidiarreico y expectorante; dice que regula la menstruacion, como “pectoral” y para tratar el

piquete de alacran (Argueta et al., 1994).
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6. Justificacion y objetivos

6.1 Justificacion

Por la gran importancia que tiene la diarrea en México y en el mundo, los efectos adversos de
los farmacos convencionales utilizados para la enfermedad, la resistencia de algunos patogenos,
el uso medicinal tradicional que se le da a Vitex pyramidata y la falta de estudios de ésta, es

importante realizar investigacion que busque ademas de nuevas alternativas para el tratamiento

de la diarrea, conocimiento que valide su uso tradicional.

6.2 Objetivo General

Evaluar el potencial antidiarreico in vitro, in vivo y antibacteriano de los extractos organicos de

hoja, corteza y fruto de Vitex pyramidata usada en la medicina tradicional mexicana.

6.3 Objetivos particulares

° Evaluar el potencial antidiarreico in vitro de los extractos orgdnicos de hoja, corteza y

fruto de V. pyramidata por medio de su actividad antimotilica en intestino aislado de rata.

° Evaluar el potencial antidiarreico in vivo de los extractos seleccionados de V.

pyramidata por el modelo farmacoldgico de motilidad gastrointestinal en raton.

o Evaluar el efecto antibacteriano in vitro de los extractos orgadnicos de hoja, corteza y

fruto de V. pyramidata por medio del método de dilucidon en agar.
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7. Hipétesis

Si el uso de V. pyramidata reportado en estudios etnobotanicos en cuanto a la utilizacion de sus
hojas, corteza y frutos como antidiarreicos en la medicina tradicional mexicana es correcto,
entonces los extractos organicos o alguno de ellos, mostraran actividad antimotilica sobre el

intestino y/o antibacterial en los modelos utilizados.
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8. Trabajo de gabinete y campo

&.1 Visita a herbarios

Se visitaron tres herbarios; Herbario Nacional de México en el Instituto de Biologia de la
UNAM, Herbario Medicinal del IMSS en el Centro Médico Nacional Siglo XXI y el Herbario
de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del IPN, para obtener datos sobre la
distribucion, fenologia y ver las caracteristicas de la planta en estudio para su reconocimiento

en campo, revisandose un total de 45 ejemplares.

8.2 Sitio de colecta

Las hojas, corteza y frutos fueron colectados en los meses de octubre y noviembre de tres
ejemplares de V. pyramidata en el Municipio de Cardcuaro Michoacén, entre las poblaciones
de Paso de Nuiiez y El Carrizal (18° 53712 N y 100° 55°40 O), a una altitud de 846 m, (Fig.
3). Dicho Municipio se localiza al sureste del estado, y limita al norte con Nocupétaro y

Madero, al este con Tiquicheo, al sur con Huetamo y al oeste con Turicato y Nocupétaro.

Su relieve lo constituyen las estribaciones meridionales del Sistema Volcanico Transversal, y
los cerros de Santa Teresa, San Francisco, Pilon y Zacapungamio. Su clima es tropical con
lluvias en verano. Tiene una precipitacion pluvial anual de 749.3 milimetros, con temperaturas
que oscilan de 19.7 a 33.4 °C. En el Municipio predomina el bosque tropical con parota y
tepeguaje (EMDM, 2010), la presencia de los arboles de V. pyramidata es escasa en la
localidad.

8.3 Ejemplares de referencia

Los ejemplares de referencia fueron depositados en el Herbario Medicinal del IMSS con el No.

de registro IMSSM 15723.
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Figura 3. Mapa del estado de Michoacan; con la marca la localidad donde se obtuvo el material
vegetal, y detalle del camino entre la poblacion Paso de Nuiiez y El Carrizal (Modificado de Google
Maps).

8.4 Preparacion de los extractos

Las hojas, corteza y frutos se pusieron a secar por varias semanas a temperatura ambiente, sin
luz directa del sol y en un lugar ventilado hasta que se secaron completamente. Posteriormente
se molieron por separado las tres partes vegetales hasta obtener un polvo grueso del que se

tomaron 50, 90 y 71 g respectivamente para obtener cada uno de los extractos.

Se prepararon tres extractos para cada parte vegetal usandose disolventes organicos de
diferentes polaridades; hexano, diclorometano y metanol (polaridad creciente). Utilizando un

equipo Soxhlet en el que se coloco el material vegetal previamente molido en un cartucho de
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papel filtro, realizandose la extraccion durante ocho horas dos veces con cada solvente. Los
extractos fueron concentrados por medio de un rotavapor; una vez completamente secos, se
calcularon sus rendimientos usando la expresion: rendimiento= (peso del extracto seco (g)/

peso del material vegetal (g)) x100 (Fig. 4).

Busqueda bibliografica

MEXU (0)
Visita a herbarios

IMSS (1)

IPN (44)

Colecta del material

Municipio de Caracuaro,
Michoacan

Ejemplar herbario

Dejar secar ala sombra

Moler hasta obtener un polvo
grueso

Extraccion con equipo Soxhlet
Rotaevaporacion

Calculo de rendimientos

Evaluacion
de los extractos

Figura 4. Diagrama del procedimiento general llevado acabo en el presente estudio.
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9. Seleccién de los extractos con mayor actividad antimotilica in vitro en intestino

aislado de rata

Las pruebas se llevaron a cabo en el Laboratorio de Biologia de Animales II de la Facultad de
Ciencias de la UNAM bajo la asesoria del M. en C. Enrique Moreno Saenz, para seleccionar
los extractos de hoja, corteza y fruto con mayor actividad en reducir los movimientos

peristalticos en un modelo farmacolodgico in vitro en intestino aislado de rata.

9.1 Animales utilizados

Se usaron ratas Wistar y Long-Evans macho con un peso aproximado de 150 a 200 g
provenientes del Bioterio del Instituto de Fisiologia Celular siguiendo la Norma Oficial
Mexicana sobre la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio NOM-062-ZOO-
1999, criadas en condiciones estandar, manteniéndolas a temperatura ambiente con libre acceso

a agua y alimento; exceptuando este ultimo las 6 horas previas al experimento.

9.2 Obtencion de la muestra y montaje de la preparacion

Las ratas se sacrificaron por medio de dislocacion cervical previo adormecimiento con éter.
Inmediatamente después se realizd la diseccion del animal localizdndose el primer segmento
del intestino; se seccionaron 5 a 6 cm del tejido separandolo del mesenterio con el que esta
unido procurando no afectar al tejido, manteniéndolo en todo momento inmerso en solucion

fisiologica Krebs (Anexo A).

El tejido se colocd en una caja petri que contenia solucion Krebs a 37 °C, donde se limpid
cuidadosamente de tejido adiposo y conjuntivo, de este tejido se seleccionaron los primeros 3
cm de la parte proximal al estomago. La preparacion se suspendié en la cadmara de tejidos

aislados mediante hilos de algodon que atravesaban los extremos del intestino sin ocluir la luz
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intestinal; la parte proximal al estdbmago se colocd hacia la parte superior de la camara,
sujetandola a un traductor de fuerza de 10 g, mientras que la parte inferior fue atada a la base

de la camara (Fig. 5). El transductor de fuerza estaba conectado a un Bridge 8.

La preparacion se sometid a una tension moderada, misma que se mantuvo durante el
experimento; se dejo la preparacion hasta que los movimientos peristalticos se estabilizaran;
aproximadamente de 15 a 30 minutos, cambidndose la solucion Krebs a 37 °C al menos cada
15 minutos. Asi mismo, para evitar pérdidas de calor durante el desarrollo del experimento, se
afiadié agua a 37°C en el compartimento externo de la cdmara con el mismo intervalo de

tiempo y entre la evaluacion de cada extracto.

Figura 5. Camara de 0rganos aislados con una muestra de intestino conectado al transductor de

fuerza.
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9.3 Evaluacion de los extractos de V. pyramidata

Se expuso el tejido a los diferentes extractos; hexano, diclorometano y metanol de hoja, corteza
y fruto de V. pyramidata en una concentracion de 150ug/ml, la que se consider6 como una
dosis media con base en la revision bibliografica en modelos similares. Se uso como vehiculo
solucion Krebs con 20uL de Tween 80, y el control negativo fue la solucion Krebs con tween

80.

9.4 Toma de registros

El extracto se coloco después de que se retiraron 20 ml de solucién de la camara de 40 ml en la
que estaba inmersa la preparacion, posteriormente se adiciond 20 ml de solucion Krebs con el
extracto disuelto. Entre la prueba de cada extracto se hicieron dos lavados con solucion Krebs
de tres minutos cada uno, después de los cuales se llend la cdmara con 40 ml y se esperd a que
la actividad de la preparaciéon se normalizara para probar un nuevo extracto. Con cada
preparacion se ensayaron de tres a cuatro extractos, tomandose un total de cuatro registros por

extracto (Fig 6).

Las respuestas de la actividad intestinal se captur6 mediante la ayuda del software
AcgKnowledge ® para ser analizados posteriormente. Los datos consistieron en un registro
basal preaplicacion con duracion de 5 minutos y un registro postaplicacion del extracto

correspondiente de igual duracion.

Se evaluaron tres parametros: frecuencia, tension basal y amplitud de las contracciones (Fig. 7).
Los registros pre-aplicacion (A) fueron considerados el estado normal del intestino y los post-
aplicacion (B) un reflejo del efecto de la sustancia evaluada -extracto o vehiculo- sobre la
actividad del intestino, calculdndose de esta forma los porcentajes de actividad con respecto a

los valores pre-aplicacion para cada uno de estos tres parametros después de aplicar la
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sustancia. Para esto se empled la expresion: % actividad respecto a pre-aplicacion= (B/A)
x100. A dichos porcentajes se les restd 100 para calcular el porcentaje de cambio, en el que se
obtienen valores negativos en caso de que la sustancia evaluada haya disminuido el parametro

0 positivos en caso contrario.

Rata (Ayuno 6h) Sacrificio Diseccion

Anestesia Intestino

Camara de tejidos aislados

Transductor de fuerza 10g

Registro de datos

Parametros

Analisis estadistico

A
-

Figura 6. Diagrama del procedimiento para la seleccion de los extractos con mayor actividad
antimotilica in vitro en intestino aislado de rata.
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Figura 7. Ejemplo de uno de los registros obtenidos mostrando los tres parametros evaluados en el
modelo in vitro: frecuencia, amplitud y tension.

9.5 Analisis estadistico

Los valores presentados son las medias de los porcentajes de cambio+ ESM (error estandar de
la media), los cuales fueron calculados en Excel ®. Los datos de porcentaje de cambio se
transformaron al arcoseno de la raiz cuadrada del porcentaje sobre cien, a fin de normalizar los
datos y aplicar las pruebas estadisticas paramétricas correspondientes. Se realizé un analisis de

varianza de una via (p<0.05), seguido por la prueba de Tukey, obteniendo el valor de la
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probabilidad con una p<0.01 y p<0.05 de los parametros ya mencionados para comparar el
efecto de los diversos extractos. Dichas pruebas estadisticas fueron realizadas con el paquete

estadistico STATGRAPHICS® Centurion XVI.
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10. Modelo farmacolégico in vivo de los extractos seleccionados sobre la motilidad

gastrointestinal en raton

Se utilizé un modelo en ratones a fin de evaluar el efecto en la motilidad intestinal in vivo de
los extractos que tuvieron mayor actividad en el modelo in vitro. La metodologia estd basada
en la usada en “Antidiarrhoeal activity of aqueous extract of Terminalia avicennoides roots”
por Abdullahi et al. (2001) y adaptado en “Propiedades antidiarreicas de Diospyros peregrina

en el modelo del efecto en la motilidad gastrointestinal” de Rouf et al. (2006).

10.1 Animales utilizados

Se usaron ratones macho de la cepa Balb/C de aproximadamente ocho semanas de edad con un
peso de 20 a 25 g procedentes del Bioterio del Departamento de Cirugia Experimental de la
Facultad de Medicina de la UNAM en el Hospital General de México, siguiendo la Norma
Oficial Mexicana sobre la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio NOM-062-
Z00-1999, en condiciones estandar, manteniéndolas a temperatura ambiente con libre acceso a

agua y alimento; exceptuando este ultimo las 17 horas previas al experimento.

10.2 Método

Se dividieron los ratones en grupos de control, control positivo y de prueba, incluyéndose seis
ratones en cada grupo. Se administrd el vehiculo (1% Tween 80 en agua) por via oral mediante
canula al grupo control en una dosis de 0.01 ml/g de peso corporal; a los grupos de prueba se
les administraron los extractos via oral en dosis de 250mg/kg, mientras que al control positivo
se le puso via intraperitoneal Atropina (0.1mg/kg).

Pasados 30 minutos se administré a los ratones de cada grupo 1.0 ml de preparado de carbon
que sirvido como marcador (3% suspension de carbon activado en suspension acuosa de acacia

al 5%), transcurridos 40 minutos tras la administracién del preparado de carbon, se adormecio
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con cloroformo y se sacrificaron los animales de cada grupo. Se midio la longitud del intestino
desde el esfinter pilorico hasta el ciego (A) y la distancia recorrida por el carbon (B). El
movimiento del carbon —marcador- en el intestino se expresd como el porcentaje de avance de

este, empleando la expresion: % avance del marcador= (B/A)x100 (Fig. 8).

Raton (Ayuno 17h)

Grupos (n=6)

_osomn |

1 ml preparado de carbon v.o (marcador) Anestesia

Sacrificio

Medidas

Diseccion

Analisis estadistico

Figura 8. Diagrama del procedimiento del modelo farmacologico del efecto in vivo de 1a motilidad
gastrointestinal en raton.
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10.3 Analisis estadistico

Los resultados se presentan como la media de los porcentajes de avance del marcador + ESM
calculados en Excel ®. Para el andlisis estadistico se transformaron los datos de porcentaje del
avance del marcador en el intestino al arcoseno de la raiz cuadrada del porcentaje sobre cien a
fin de normalizarlos y aplicar las pruebas estadisticas paramétricas correspondientes. Se realizo
un andlisis de varianza de una via seguido por la prueba de Tukey, obteniendo el valor de la
probabilidad con una p<0.05 para comparar el efecto de los diversos extractos. Dichas pruebas

estadisticas fueron realizadas con el paquete estadistico STATGRAPHICS® Centurion XVI.
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11. Pruebas microbiolégicas: método de dilucién en agar

Las pruebas se llevaron a cabo en el Laboratorio de Ecologia Microbiana del Departamento El
Hombre y su Ambiente de la UAM Xochimilco bajo la asesoria de la Dra. Maria Teresa Nuifiez
Cardona. La actividad antibacteriana fue evaluada usando el método de diluciéon en agar
descrito por Rojas et al. (2001) y Rios et al. (1988) para calcular la concentracion minima
inhibitoria (MIC). En este ensayo se evaluaron todos los extractos: hexanico, diclorometanico y

metanolico de hoja, corteza y fruto de V. pyramidata (Fig. 9).

11.1 Microorganismos usados

La actividad antibacteriana fue evaluada en trece cepas diferentes: Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, dos cepas de Salmonella typhi, S. enteritidis,
S. typhimurium, Shigella dysenteriae, Sh. flexneri 'y cuatro cepas de Escherichia coli; dos sin
serotipo especifico, una serotipo enteropatdogena —EPEC- y otra serotipo enterotoxigénica —
ETEC- (Ver Anexo B para mayor informacion de las cepas utilizadas y el Anexo C para las
caracteristicas generales y epidemiologicas de las especies bacterianas utilizadas). La mayoria
de dichas cepas fueron proporcionadas por el Dr. Armando Navarro Ocafia del Cepario de
Bacterias Entéricas del Departamento de Salud Publica de la Facultad de Medicina de la

UNAM.

11.2 Método

Se hicieron soluciones stock de cada uno de los extractos, disolviendo éstos en dimetilsulfoxido
(DMSO) como vehiculo y agua destilada en una relacion de 80 mg: 300 pL: 1200 uL
respectivamente, quedando el extracto a una concentracion de 53 mg/ml. Los stocks fueron

agregados en cajas petri a las cuales posteriormente se les colocd agar Mueller-Hinton
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quedando con concentraciones finales de 8, 4, 2, 1, 0.5 y 0.25 mg/ml. Una vez preparados los

medios se dejaron en una incubadora a 35 °C durante 24 h para descartar contaminacion.

Soluciones stock Agar Mueller-Hinton

=2

Grupos [n

Incubacion (control calidad) =

0.002 ml indculo =10* UFC/ml Incubacion

Caldo nutritive

Dilucién 1:10 =10 UFC/ml

7

ot

Figura 9. Diagrama del procedimiento de las pruebas microbiolégicas mediante el método de diluciéon
en agar.

Posteriormente se hicieron suspensiones de los microorganismos en caldo nutritivo dejandolos
crecer hasta alcanzar una turbidez equivalente a 0.5 del estandar de McFarland. Dichas

suspensiones fueron posteriormente diluidas 1:10 en agua destilada para obtener una
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concentracion de 107 unidades formadoras de colonia (UFC) por mililitro. Se colocaron 0.002
ml de inéculo diluido en los medios de cultivo depositandose por tanto 10* UFC. Se incubaron
24 h a 35°C. Se uso medio Mueller-Hinton como control negativo, 96ulL/ml de gentamicina
como control positivo y 28 pL/ml de DMSO como control vehiculo. Las pruebas se hicieron
por duplicado y los resultados fueron expresados como la minima concentracion del extracto
que produjo una completa supresion del crecimiento bacteriano, esto es, la concentracion

minima inhibitoria.
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12. Resultados

12.1 Rendimientos
Como se observa en el cuadro 2, los extractos metanolicos fueron los de mayores rendimientos,
seguidos por los hexdnicos y los diclorometanicos, en las tres partes vegetales. Por parte

vegetal, los mayores rendimientos se obtuvieron en los frutos (=<46% en total), seguidos por las

hojas (=30%) y finalmente la corteza (=13%).

Cuadro 2. Rendimientos de los diferentes extractos organicos.

Extracto Rendimiento Extracto Rendimiento Extracto Rendimiento

(® (%) (® (%) (® (%)

Hexano 1.78 3.56 0.36 0.40 0.42 0.59
Diclorometano 1.07 2.13 0.25 0.28 0.33 0.46
Metanol 12.17 24.33 10.93 12.14 31.90 44.94

12.2 Seleccion preliminar de extractos de hoja, corteza y fruto; modelo farmacologico del

efecto antimotilico in vitro en intestino aislado de rata

Como se observa en la figura 10, los extractos analizados redujeron la frecuencia de las
contracciones del intestino. Se encontraron diferencias significativas en el analisis de varianza
(Anexo D, Cuadro D1). La prueba de Tukey mostrd significancia en la frecuencia con respecto
al control negativo, en los extractos hexdnico y metandlico de hoja, diclorometanico y
metanolico de corteza (p<0.01), y diclorometanico de hoja y fruto (p<0.05). Asi mismo, en
comparacion con el control vehiculo (P < 0.01), se encontraron diferencias significativas de los

extractos hexéanico de hoja y metandlicos de hoja y de corteza (Anexo D, Cuadro D2).
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Figura 10. Efecto de los extractos organicos de V. pyramidata sobre la frecuencia de las contracciones
del intestino. — diferencias significativas con control negativo (p<0.05 y morado p<0.01), * diferencias
significativas con control vehiculo (p<0.05 y morado p<0.01).

Se encontraron diferencias significativas en el analisis de varianza en la tension del intestino
(Anexo D, Cuadro D3), el efecto donde se encontraron diferencias significativas en la prueba
de Tukey en relacidon al control negativo, fue producido por los extractos diclorometanico y
metandlico de corteza, y hexanico de fruto (P < 0.01) disminuyendo la tension del intestino. Se
encontraron diferencias significativas con el control vehiculo, de los extractos diclorometanico
de corteza (P < 0.01), metanolico de corteza y hexanico de fruto (P <0.05) (Anexo D, Cuadro
D4). Los extractos hexanico de hoja y corteza aumentaron la tension, sin embargo los valores

obtenidos no resultaron ser significativos (Fig. 11).
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Figura 11. Efecto de los extractos organicos de V. pyramidata sobre la tension basal del intestino. —
diferencias significativas con control negativo (p<0.05 y morado p<0.01), * diferencias significativas
con control vehiculo (p<0.05 y morado p<0.01).
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En cuanto a la amplitud de las contracciones del intestino, también se encontraron diferencias
significativas en el andlisis de varianza (Anexo D, Cuadro D5). El mayor efecto lo produjo el
extracto metandlico de corteza produciendo una mayor diferencia de fuerza entre las
contracciones y relajaciones, sin embargo no se encontraron diferencias significativas con la
prueba de Tukey (Anexo D, Cuadro D6), ya que éste es mas estricto que la prueba ANOVA.
Este fue seguido por el extracto metandlico y diclorometanicos de hoja -sin significancia
estadistica- (Figura 12). Al no presentarse diferencias estadisticas significativas en el
estadistico de Tukey en este parametro, no fue utilizado para seleccionar los extractos que se

evaluaron en el modelo in vivo.
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Figura 12. Efecto de los extractos organicos de V. pyramidata sobre la amplitud de las contracciones
del intestino.

12.3 Efecto in vivo de los extractos seleccionados sobre la motilidad gastrointestinal en
raton.

En la prueba in vivo se encontraron diferencias significativas en el analisis de varianza (p<0.05)
(Anexo D, Cuadro D7). Con la prueba de Tukey no se encontraron diferencias significativas
entre el control (Tween) y el control positivo (Atropina), ni con el control y los extractos, solo
se encontraron diferencias significativas entre el control positivo y el extracto metandlico de
hoja (p<0.05), sin embargo, dicha diferencia no es relevante (Anexo D, Cuadro DS). Aun asi,
se debe notar que el control positivo fue donde el marcador avanz6é menos en el intestino con
respecto al control como se esperaba. De los tres extractos, el metandlico de hoja fue el que
produjo un mayor avance del marcador seguido por el metanolico de corteza, sin que esto fuera
significativo. El hexanico de hoja mostr6 una ligerisima disminucién no significativa (Fig. 13).

Se debe decir que este experimento in vivo se repiti0 modificando los tiempos de
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administracion del marcador, a pesar de esto, los resultados fueron muy parecidos sin que se

encontraran diferencias significativas entre los extractos y el control.
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Figura 13. Efecto de los extractos organicos de V. pyramidata en el modelo in vivo.

12.4 Pruebas microbiologicas: método de dilucion en agar

Se encontr6 actividad antibacteriana en algunos de los extractos de V. pyramidata (Cuadro 3).
Todas las cepas ensayadas en las pruebas microbioldgicas fueron inhibidas a una concentracion
menor o igual a 8.0 mg/ml por al menos uno de los extractos utilizados. Ninglin extracto de
fruto inhibié el crecimiento de las bacterias ensayadas, mientras que los extractos
diclorometénico y metandlico de corteza, y hexdnico y metandlico de hoja fueron los que
presentaron actividad. Los extractos metandlicos de corteza y hoja fueron los que presentaron
mayor actividad inhibiendo ocho y siete cepas respectivamente, éstos fueron seguidos por el
diclorometénico de corteza que inhibid a seis y por ultimo el hexanico de hoja que inhibi6 a

cuatro.
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S. aureus fue inhibida por los cuatro extractos que presentaron actividad, fue seguida de S.
typhi (ATCC 06539) que fue inhibida por tres de los extractos. De las demas cepas seis fueron
inhibidas por dos de los extractos: E. faecalis. E. coli (ATCC 25922), §. enteritidis, S.
typhimurium, Sh. dysenteriae, Sh. flexneri y S. typhi (FMU 00190). Las restantes: E. coli
(ATTC 8937), P. aeruginosa, ETEC y EPEC fueron inhibidas por un extracto. Las
concentraciones minimas inhibitorias menores que se registraron fueron del extracto hexanico
de hoja en S. typhi (ATCC 06539) y E. coli (ATCC 25922), y corresponden a concentraciones

menores o iguales a 0.25 mg/ml, misma que fue la concentracion minima ensayada.
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Cuadro 3. Concentracion minima inhibitoria encontrada de las diferentes cepas bacterianas (mg/ml).

Microorganismo
Aerdbicas facultativas

Bacilos Gram -
Cocos Gram + . No
Enterobacteriaceae Eaies
Parte E. s. E. E. 5. s. 5. 5. 5. s.
vegetal Solvente faecalis aurens «coli coli2 s ent typhi typhi2 typm dys flex R
Hexano 1 1 =025 =8 =3 =8 =8 =8 =0.25 =8 =8 =8 >3
Hoja Diclorometano =3 =3 =3 =8 =3 =8 =3 =3 =8 =3 >3 =5 >3
Metanol =8 1 =8 =3 =8 =8 2 2 8 3 4 2 =8
Hexano =3 =8 =8 =8 =3 =8 =8 =3 =8 =8 =8 =3 =8
Corteza Diclorometano 3 & 4 8 =8 =8 =5 =3 4 =8 =8 =8 4
Metanol =8 1 =8 =8 5 4 1 2 =8 2 1 2 =8
Hexano =8 =8 =8 =8 =8 =8 =8 =8 =8 =8 =8 =3 =8
Fruto Diclorometano =3 =3 =8 =3 =3 =8 =3 =3 =8 =3 >3 =5 >3
Metanol =3 =3 =3 =3 =3 =8 =8 =3 =8 =8 =8 =5 >3
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13. Discusion

El rendimiento de los extractos fue mayor con metanol -el extracto mas polar- en las tres partes
vegetales de V. pyramidata, debido a que las plantas en general presentan compuestos polares
como los glucosidos, glucésidos fendlicos, flavonoides y acidos organicos (Goldhaber, 2004),
ademas de metabolitos primarios como los péptidos. El rendimiento bajo con los otros dos

solventes, indica una menor cantidad de compuestos de mediana y baja polaridad.

Los resultados de la actividad de los extractos organicos en el modelo in vitro con intestino
aislado de rata fue buena, ya que seis de los nueve extractos disminuyeron significativamente la
frecuencia de las contracciones del intestino, que fue el pardmetro evaluado mas relevante en
dicho modelo. Se debe resaltar que tres de estos extractos: el hexdnico de hoja, y los
metanolicos de hoja y corteza, son los que mostraron una mayor actividad, ya que ademas de
tener diferencias significativas con el control negativo, la prueba de Tukey mostrd que
estadisticamente entre ellos, no existen diferencias significativas y si con otros extractos con
menor actividad (p<0.05). Ademas, estos tres extractos fueron los que mostraron diferencias

significativas con el control vehiculo (p<0.01).

Al comparar los resultados de la frecuencia con los de la tension, que fue el otro pardmetro
donde se encontraron diferencias estadisticas, se observd que los extractos diclorometanico y
metandlico de corteza son los Unicos extractos que tuvieron actividad en los dos parametros,
mostrando diferencias significativas con el control negativo (p<0.01) y con el control vehiculo
(p<0.05 y p<0.01). Los extractos hexdnico y metanolico de hoja, que mostraron muy buena
actividad reduciendo la frecuencia, no mostraron diferencias significativas en la tension, por lo
que se puede decir que en el modelo in vitro, el extracto metanolico de corteza fue el que

presentd mayor actividad.

Discusion |47



Rios Carrillo J. E.|

En el caso de la hoja, que presentd dos de los tres mejores extractos evaluados en el modelo in
vitro, cabe sefalar que éstos son de polaridades muy diferentes: el extracto hexanico es de baja
polaridad y el metandlico de alta polaridad, por lo que seguramente la actividad antimotilica de
estos dos extractos se debe al menos a dos compuestos diferentes, sin embargo se requiere de

estudios fitoquimicos de los extractos para corroborarlo.

Los posibles mecanismos de accién de los extractos de V. pyramidata como antimotilico
encontrado en la prueba in vitro sobre el intestino son numerosos, entre estos estan: alterar o
inhibir alguno de los pasos de la contraccion inducida por canales que dependen del voltaje al
bloquear los canales de calcio o limitar la disponibilidad de éste, modificando la polaridad de la
membrana por ejemplo; alterando la actividad de la ATPasa Na" K, activacion de los canales
de cloruro y la inversion de la secrecion de cloruro o afectando la funcion de los componentes
intracelulares implicados en la contraccién del musculo liso intestinal, entre muchos otros
mecanismos. Sin embargo, se requiere de diferentes modelos para encontrar el/los mecanismos

de accion de los extractos probados en el presente estudio.

En el modelo in vivo se analizaron los tres mejores extractos del modelo in vitro: hexanico de
hoja, y los metandlicos de hoja y corteza. No se encontraron diferencias estadisticas
significativas relevantes atin entre el control y el control positivo atropina, debido quiza a que
¢sta fue diluida en solucion salina para su aplicacion para poder administrar la dosis indicada
en el protocolo, por la falta de una jeringa microlitica, por lo que a pesar de disminuir el avance
del marcador de carbon en el intestino como se esperaba, dicha disminucion no fue

estadisticamente significativa.
La discrepancia entre los resultados obtenidos en el modelo in vitro donde se encontrd

actividad antimotilica con los extractos y el modelo in vivo donde no se encontrd, se puede

deber a varias razones:
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Una de estas y que es una de las razones de mayor importancia para realizar los modelos in
vivo, es la serie de procesos y cambios a los que estan expuestas las sustancias activas, al tener
que pasar por el sistema digestivo, como en el caso de este experimento. Durante este
recorrido, la droga puede ser destruida por el acido géstrico, enzimas digestivas, enzimas en la
pared intestinal o cualquier proceso de degradacion en otro lugar. Ademas, los procesos de
biotransformacion: cambios quimicos de un xenobidtico dentro de un organismo vivo, que
generalmente se dan por medio de reacciones catalizadas por enzimas, pueden generar
metabolitos inactivos mas polares, que se excretan facilmente, o en otros casos, los
compuestos activos pueden perder parte de su eficacia (Bertram, 2002; Kalant y Roschlau;
2002 Griffith et al, 2003). Ademas, se debe considerar que el conducto enterogastrico es uno de
los 6rganos principales en llevar a cabo reacciones de biotransformacion, lo cual ocasiona que
muchos medicamentos administrados por via oral, sufran modificaciones antes de llegar a la
circulacion sistémica (Kalant y Roschlau, 2002), dicho efecto Ilimita mucho la
biodisponibilidad de algunas sustancias ingeridas, ademas, los microorganismos intestinales
pueden catalizar también reacciones de biotransformacion (Bertram, 2002; Kalant y Roschlau,

2002).

Otro aspecto que se debe considerar al llevar una prueba de un modelo in vitro a uno in vivo, es
que dependiendo del modo de accion, el farmaco disuelto debe ser absorbido en la sangre porta
cuando se administra por via oral, como en este trabajo (Bertram, 2002; Kalant y Roschlau,
2002). Dicha absorcién puede implicar mecanismos que le permitan atravesar las membranas
celulares como las del tracto gastrointestinal. Para este proceso influyen mucho el tamafio y
forma molecular, solubilidad en las fases acuosa y lipidica, grado de disociacién y otras
propiedades fisicoquimicas (Kalant y Roschlau, 2002). Ademas, la absorcion del farmaco
desde la porcion superior del tubo gastrointestinal, depende de muchos factores como pH,
vaciamiento gastrico, motilidad intestinal, solubilidad de medicamentos sélidos, concentracion
de soluciones de drogas, estabilidad de las sustancias en liquidos gastrointestinales y fijacion a
contenidos enterogastricos (Bertram, 2002; Kalant y Roschlau, 2002). Condiciones a las que no

se ven expuestos los compuestos probados en los modelos in vitro.
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Un aspecto mds, que se debe considerar sobre la falta de actividad significativa, y hasta cierto
punto una actividad contraria en el modelo in vivo en comparacion con el in vitro, es el hecho
de que en los dos modelos probados, se utilizaron animales diferentes: en el caso del modelo in
vitro se utilizaron ratas y en el in vivo ratones. Aunque el atribuir las diferencias encontradas a

este aspecto, debe ser tomado con cautela.

Una cuarta posibilidad puede ser la hormesis, que es un fendmeno de relacion entre la dosis y
la respuesta (Calabrese y Baldwin, 2003). Esta es descrita por una curva con efectos a dosis
bajas contrario a altas dosis, por lo tanto, la curva hormética no es monotonica, de tal manera
que la variable dependiente -respuesta- cambia en mas de una direccidon, con un cambio
unidireccional en la variable independiente -dosis- (Davis y Svendsgaard, 1994), y muestra un
punto equivalente a cero, que no implica un umbral en el sentido clasico (Hoffmann, 2009). La
curva bifasica hormética es a menudo descrita graficamente como en forma de J o en forma de
U invertida (Davis y Svendsgaard, 1994; Calabrese, 2002; Conolly y Lutz, 2004), dependiendo
del efecto que se esté evaluando (Perez et al., 2009). Existen otros términos que se han usado
para describir estas curvas incluido el de hormesis: tipo U, tipo J, curva-, campana, bifésica,
difasica, bitonica, bidireccional, bimodal, sinusoidal, gradiente de subvencidn, antagonismo
funcional, respuesta dual, estimulante-inhibitorio, no monotonica, Ley de Arndt-Schulz, regla
de Hueppe, respuesta adaptativa, precondicionamiento, antagonismo funcional, hormologosis,
sobrecompensacion, efecto de rebote, Ley de Yerkes-Dodson, entre otras (Calabrese y

Baldwin, 2002; Calabrese et al., 2007; Calabrese, 2008b).

Sobre su mecanismo, hoy en dia no se conocen muy bien los procesos bioquimicos y/o
fisiologicos que conducen al comportamiento tipo hormesis. Numerosas investigaciones
sugieren que no existe uno solo, mas bien muchos mecanismos que producen las caracteristicas
comunes de la relacion dosis-respuesta hormética (Calabrese, 2008a). Cada evaluacion
considerada en un andlisis hormético puede verse afectada por diferentes sistemas de receptores

o por interaccion entre los sistemas de receptores (Calabrese y Baldwin, 2003). La hormesis es

Discusion |50



Rios Carrillo J. E.|

un fendémeno natural que aparece literalmente en todo el espectro biologico (Calabrese, 2009).
Una amplia variedad de agentes fisicos, quimicos y biologicos exhiben dosis-respuesta
horméticas. Aunque con otros nombres, ha sido observada en los campos de la Medicina,
biologia molecular, farmacologia, microbiologia, inmunologia y toxicologia por mencionar
algunos. Ademads se encuentra reportado en la literatura para diversos estudios de farmacologia
de productos naturales (Calabrese, 2004; Dudekula et al., 2005; Thayer et al., 2005; Cook y
Calabrese, 2006; Palacios et al., 2008; Rosales et al., 2008; Pérez et al., 2009). Hernandez
(2009) estudio extractos de ocho plantas de la herbolaria mexicana usando un modelo in vivo
de diarrea osmotica inducida con un bolo de lactosa-azul de metileno en rata; encontrd que
siete de los ocho extractos estudiados tenian un comportamiento de tipo hormesis. Asi mismo
Acacia nilotica, planta usada para tratar diarrea, en un modelo in vitro con yeyuno de conejo

mostrd efectos bifasicos (Agunu et al., 2005).

El modelo de hormesis no s6lo desafia los modelos lineares dosis respuesta y el umbral,
también y mas importante alin, sugiere que a medida que la dosis disminuye no solo hay
cambios cuantitativos en la respuesta medida, sino también cambios cualitativos (Calabrese,
2004). Es decir, en el caso estudiado, y suponiendo que los extractos funcionen modificando la
actividad intestinal en un organismo vivo, a bajas concentraciones de los extractos la actividad
del intestino disminuird o aumentard y a concentraciones mayores tendran un efecto contrario,
llegando a un punto en que, en vez de funcionar como antidiarreico funcionen como laxantes.
Lo que podria explicar la falta de significancia en el efecto de los extractos en el modelo in vivo
y hasta cierto punto -no significativo estadisticamente-, en una actividad contraria en
comparacion con el modelo in vitro. A todo esto, se tiene que decir que lo expuesto
anteriormente es una de las posibles explicaciones de las discrepancias entre el modelo in vitro
y el modelo in vivo, y que al no haberse probado diferentes concentraciones en el presente

estudio, no es posible demostrar dicho comportamiento.

Otra explicacion que se encontro sobre las diferencias del modelo in vitro con el in vivo, es que

a pesar de que se utilizé una dosis mas o menos intermedia en comparacién con estudios
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similares, que examinaron el efecto de extractos vegetales en el mismo modelo, existe la
posibilidad, de que dicha concentracion para los extractos de V. pyramidata resultara ser muy
grande, lo que pudo provocar efectos toxicos y/o irritantes para el epitelio intestinal o el
conducto enterogastrico en general, que ocultaron el efecto antimotilico que pudieron mostrar
los extractos si se hubieran probado en dosis mas bajas. Enzo (2006), reporta que algunos de
los ingredientes activos de las plantas medicinales y hierbas que se usan en el tratamiento de la
diarrea son potencialmente toxicos, y que en algunos casos, los ingredientes activos pueden ser
los responsables de la toxicidad. Ademas, se ha visto que en dosis grandes la actividad de
algunas plantas disminuye, sin que necesariamente tenga que ver con efectos toxicos, tal es el
caso de una especie del mismo género que la estudiada en el presente trabajo: V. doniana, que
no presenta actividad in vitro relajando el musculo liso a dosis altas y si en dosis bajas,

situacion compartida con Gmelina arborea y Acanthospermun hispidum (Agunu et al., 2005).

A pesar de las posibles explicaciones dadas para la falta de actividad de los extractos en el
modelo in vivo, se debe decir como sefialdé Astudille-Vazquez et al. (2009) “Es importante
recordar la necesaria complementacion de la experimentacion in vitro e in vivo en el estudio de
una especie medicinal, porque no siempre se encuentra la correlacion en los resultados de

ambos tipos de investigacion”.

Por ultimo, algo muy importante que se debe tomar en cuenta, es que existen diversos
mecanismos que producen diarrea. En funcion de estos la diarrea se puede clasificar en varias
areas patofisiologicas principales: diarrea secretora, diarrea osmotica/malabsorcion y diarrea
infecciosa/inflamatoria (Hardman y Limbird, 1996). Por ejemplo, se cree que el efecto
terapéutico de la loperamida se debe a sus propiedades antisecretoras y antimotilicas (Couper,
1987). Y aunque no se encontro actividad in vivo como antimotilico, no se puede decir que V.
pyramidata sea usada tradicionalmente como antidiarreico solo por la actividad antimicrobiana
encontrada, sino que también, podria desempefiar otra funcién en el tratamiento de ésta, por
ejemplo como agente antisecretor o estimulando la absorcion de agua y electrolitos, para lo que

existen otros modelos farmacologicos como el de diarrea inducida por aceite de ricino para el
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primer caso (Galvez et al., 1993; Agbor et al., 2004), o el modelo de intestino ligado para el
segundo caso (Oi et al., 2002; Agbor et al., 2004). Por ejemplo, en estudios con Camellia
sinensis (t&€ negro) se ha visto que sus extractos acuosos afectan la funcion gastrointestinal
aumentando el transito gastrointestinal, a pesar de esto, en los mismos estudios se probo que
inhibia la diarrea inducida con aceite de ricino e inhibia la acumulacion de fluidos en el
intestino, validandose de esta forma la utilizacion de esta planta como antidiarreico (Besra et

al., 2003).

Cabe sefialar que no se descarta terminantemente el que V. pyramidata pudiera tener alguna
actividad sobre la funcidn del intestino in vivo como antimotilico, ya que se debe considerar
que los extractos acuosos (forma mas fiel de como se usa tradicionalmente la planta), no han
sido evaluados. Ademas, es importante probar otras concentraciones ademads de la ensayada en
el presente estudio y probar con algin modelo que permita el efecto prolongado de los
extractos, ya que una de sus formas de empleo como antidiarreico es como “agua de uso”,
donde se utilizan las hojas remojadas en agua (Argueta et al., 1994; Gispert y Rodriguez,
1998). Ademads, una posible implicacion de ésta ultima forma de empleo en contraste con la
infusion, es que podria estar indicando la presencia de compuestos termolébiles, por lo que

seria importante probar el extracto acuoso sin calentar.

Sobre las pruebas microbioldgicas, se debe hacer énfasis, en que todos los microorganismos
ensayados presentaron susceptibilidad al menos frente a alguno de los extractos en las
concentraciones utilizadas, siendo la mayor de éstas la de 8 mg/ml, considerada como una
actividad antibacteriana significativa para los extractos de las plantas (Fabry ef al., 1998). Y
que nueve de las trece cepas: Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Salmonella typhi,
S. enteritidis, S. typhimurium, Shigella dysenteriae, Sh. flexneri y Escherichia coli (ATCC
3512), presentaron inhibicidon a concentraciones menores o iguales a 2 mg/ml para al menos un
extracto, por lo que de manera general los extractos organicos de V. pyramidata presentan

buena actividad antibacteriana.
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La actividad antibacteriana frente a algunos de los microorganismos ensayados ya se habia
encontrado en otras especies del género Vitex: Hossain et al. (2001) reportaron actividad
moderada de los extractos de V. trifolia frente a S. aureus, E. coli, S. typhi, Sh. boydii, Sh.
dysenteriae, Sh. flexneri y P. aeruginosa. Mientras que Aranda et al. (1999) reporta inhibicion
del 100% para la misma especie de Vitex a concentraciones de 2.5 mg/ml de hoja y tallo en
hexano, diclorometano y metanol sobre S. aureus, E. faecalis, E. coli, S. typhi y para una
especie diferente del género Shigella (Sh. sonnei). Valsaraj et al. (1997) reportaron baja
actividad de V. leucoxylon y V. negundo en extractos etandlicos de corteza y hoja frente a E.
coli, P. aeruginosa y S. aureus. Se ha observado que los extractos de las partes aéreas de V.
rehmannii, V. obovata ssp. obovata, V. obovata ssp. wilmsii y V. zeyheri han mostrado
actividad frente a patdgenos como S. aureus, E. coli. E. faecalis y S. typhimurium (Nyiligira et
al., 2008). Para el caso de V. negundo, Srinivasan et al. (2002) reportan nula actividad del
extracto acuoso de hojas frente a E. coli, S. typhi y S. aureus, asi mismo Ahmad et al. (1998) no
encontraron actividad de los extractos de hoja: acuoso, hexdnico y etandlico frente a S.
typhimurium, P. aeruginosa y S. aureus, esto en contraste con los resultados de Samy et al.
(1998) quienes encontraron una actividad significativa de los extractos acuosos de V. negundo
frente a E. coli y otras bacterias. Dimayuga et al. (1998) reporta nula actividad frente a S.

faecalis, E. coliy S. aureus para el extracto metanolico de corteza de V. mollis.

Es interesante notar que S. aureus que en el presente estudio fue la cepa que fue inhibida por un
mayor nimero de extractos (cuatro), es reportada como sensible frente a los extractos de la
mayoria de las especies de Vitex cuya actividad antibacteriana se ha estudiado. Asi mismo, en
varias de las especies de Vitex se ha encontrado actividad frente a E. coli y S. typhi, que fueron
las cepas que fueron inhibidas con la concentracion ensayada mas baja (<0.25 mg/ml), ambas
por el extracto hexanico de hojas. En varios de los estudios que se han realizado con especies
del género, se ha reportado una actividad mayor frente a las bacterias Gram negativas (Aranda
et al., 1999 y Nyiligira et al., 2008), mismo fenomeno que se ha observado en los extractos de
otras plantas (Grosvenor et al., 1995; Martin, 1995; Valsaraj et al., 1997). En el presente

estudio no se observod algo parecido, sin embargo, no se puede asegurar que esto no se cumpla
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en el caso de V. pyramidata, ya que solo se ensayaron dos cepas de bacterias Gram negativas,
por lo que se deben ampliar las pruebas en un futuro para ver si esta condicion se cumple
también en esta especie.

Llama la atencién que los extractos del fruto no hayan inhibido a ninguno de los
microorganismos utilizados, esto se puede deber desde la etapa de maduracion en la que se
colectaron y que en las fuentes etnobotanicas consultadas no se especifica. El hecho de que se
molié completo el fruto, con la semilla y no sélo su pulpa, y/o a la gran cantidad de sustancias
que fueron extraidas de éstos -recuérdese que los frutos fueron la estructura vegetal que
presentd un mayor rendimiento de entre las tres estudiadas-, esto pudo causar que se
“diluyeran” los compuestos activos con otros con nula actividad, por lo que no se alcanzaron
concentraciones suficientes de los compuestos activos para presentar actividad antibacteriana, o
simplemente al hecho de que esta estructura no pose compuestos con actividad bacteriostatica
y/o bactericida. También se debe considerar que tradicionalmente los frutos se utilizan
acompafiados de hojas, por lo que cabria la posibilidad de que los compuestos de estos,
tuvieran actividad sinérgica con los de las hojas, o bien, que debido a su sabor dulce, so6lo
sirvan para hacer mas agradable el remedio al gusto —los frutos son comestibles-. Aun asi, el
hecho de que los extractos de fruto no presentaran actividad antibacterial no desacredita la
funcion que esta parte de la planta tiene para el tratamiento de la diarrea, ya que si presentd

actividad significativa en el modelo in vitro en el intestino aislado.

Algo que se debe mencionar, es que al comparar la actividad in vitro de los extractos en el
intestino con las pruebas microbiologicas, los extractos hexanico y metanolico de hoja, y
metanolico de corteza, que fueron los que presentaron mayor actividad en el modelo in vitro,
son tres de los cuatro extractos que presentaron actividad antibacteriana, y que de éstos, los dos
metanolicos que son ricos en compuestos polares, destacan por la gran cantidad de cepas que
inhibieron, lo que apoya el uso tradicional antidiarreico de esta planta como infusion, ya que el
agua utilizada para ésta, tiene una polaridad cercana a la del solvente utilizado para obtener

estos extractos. Por otro lado, los extractos metandlicos fueron los que presentaron mayores
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rendimientos, lo que puede facilitar tanto estudios préximos, como su comercializaciéon y

utilizacion futura como fitomedicamento.

Asi mismo, el hecho de que la hoja haya presentado buena actividad en las dos pruebas
realizadas, avala el conocimiento —mediante la experiencia- y el uso tradicional de esta planta,
ya que ésta es la estructura vegetal mas cominmente empleada como antidairreico. El hecho de
que sea rara la utilizacion de la corteza -que demostrd tener muy buena actividad como las
hojas en ambas pruebas-, podria indicar que posee un sabor desagradable, que evitan usarla
porque el extraerla resulta una practica perjudicial para la planta, o simplemente que la

curiosidad o necesidad humana no han hecho que sea muy ensayada.

Es notable el hecho de que en la medicina tradicional mexicana otro de los usos de V.
pyramidata sea el de regular la menstruacion (Argueta et al, 1994), dicho efecto se ha
encontrado en varias plantas del género como V. negundo, V. rotundifolia y V. agnus-castus.
Entre las actividades probadas se encuentra la de algunos compuestos parecidos a estrogenos en
V. negundo, por lo que puede ser usada para remplazo hormonal (Hu et al., 2007a). Actividad
parecida en los frutos de V. rotundifolia, donde estudios demuestran que la planta puede servir
en el tratamiento de ciertas enfermedades dependientes de hormonas (Hu et al., 2007b) y para
el sindrome premenstrual (Hu et al., 2007¢). Asi mismo, los frutos de V. agnus-castus como
infusion, son un remedio popular usado para tratar desordenes del ciclo menstrual (Kartnig et
al., 1986; Roeder., 1994) y sintomas premenstruales (Loch et al., 2000), en dicha especie se ha
encontrado que hay presencia de acido linoleico como compuesto estrogénico (Liu et al.,
2004), y actividad dopaminérgica (Hubertus ef al., 2003). Ademas, esta ultima especie se ha
probado clinicamente para tratar el sindrome premenstrual, donde qued6 demostrada su
eficacia (Berger et al., 2000). Y estdn disponibles en el mercado varios fitomedicamentos
creados a partir de sus frutos como: MESTRODOL®, PREMEDOL®, LIFEMIN®,
AGNOLYT®, DISMEGYN®, GINEVIX®, FEMIPLANTE® y VITELAF® (AEMPS, 2011).
En realidad, en la extensa busqueda bibliografica realizada para el presente trabajo, parece ser

que ésta es la Unica especie del género Vitex de la que se han elaborado fitomedicamentos. Por
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lo anterior, es probable que V. pyramidata tenga compuestos quimicos que produzcan efectos
similares a los ya descritos, sin embargo, esto debe ser corroborado con estudios futuros. Aun
asi, esto demuestra la importancia y veracidad que en muchos casos tiene la medicina
tradicional sobre los remedios vegetales y los padecimientos para los cuales pueden ser usados,
y la importancia que tiene la etnobotanica para seleccionar plantas candidatas para estudios

fitoquimicos y/o farmacologicos.

Otro aspecto interesante es el referente a la distribucion de V. pyramidata en el pais (figura 1),
ya que la poblacion de esta especie en la Peninsula de Yucatan, parece por la distancia, estar
aislada de la(s) del resto del pais, por lo que seria interesante investigar si existen diferencias en
cuanto al numero de metabolitos secundarios presentes en ambas poblaciones o las cantidades
de estos. Diferencias que podrian significar una mayor o menor actividad de los extractos de las
plantas provenientes de dicho lugar. Ademas, estas posibles diferencias no sélo podrian deberse
a diferencias genéticas causadas por sus distribuciones disyuntas y su resultante aislamiento,
sino también por las caracteristicas ambientales donde crecen, ya que condiciones del suelo
como el pH, humedad, disponibilidad de fosforo y nitrégeno, entre otros factores externos
como la presencia de contaminantes, actividad antropogénica, interacciones bioticas y la época

de colecta pueden modificar esto (Osuna et al., 2006).

Finalmente, cabe sefialar que el presente estudio resulta importante porque ademads de validarse
el uso tradicional como antidiarreico de V. pyramidata, representa la primera investigacion
farmacologica de esta especie. Es evidente que en el futuro, el presente trabajo tendrd que ser
apoyado con estudios fitoquimicos, ya que no han sido realizados en esta especie. Ademas sera
necesario aislar, purificar y caracterizar los compuestos fitoquimicos responsables de los
efectos encontrados en este estudio. También queda claro que se deben probar un mayor
numero de concentraciones de los extractos, probar los extractos acuosos, utilizar nuevos
modelos farmacologicos que validen el potencial antidiarreico in vivo de los extractos y la
utilizacion de nuevas cepas bacterianas que provocan diarrea, asi como evaluar efectos

antiprotozoarios contra Entamoeba histolytica y Giardia lamblia y actividad antihelmintica.
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Ademas, no se debe dejar de lado la investigacioén sobre la toxicidad aguda y crénica, efecto
mutagénico y carcindgeno de esta planta entre otras muchas, todo esto con la finalidad de
realizar investigacion completa, precisa y de calidad para que ésta y otras plantas utilizadas

tradicionalmente como medicinales sean usadas de una manera adecuada, segura y eficaz.
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14. Conclusiones

Se encontré actividad antimotilica in vitro sobre intestino aislado de rata con seis de los nueve
extractos evaluados de V. pyramidata: hexanico y metanolico de hoja, diclorometanico y
metanolico de corteza, y diclorometanico de hoja y fruto, siendo los mejores el hexanico de

hoja, y los metanolicos de hoja y corteza.

No se encontrd actividad antimotilica in vivo con los extractos probados: hexanico de hoja, y

los metanodlicos de hoja y corteza a una concentracion de 250 mg/kg.

Los extractos diclorometdnico y metandlico de corteza, y hexdnico y metandlico de hoja

mostraron una actividad antibacteriana significativa.

Los resultados de este estudio validan el conocimiento y uso medicinal tradicional que se tiene

de V. pyramidata como antidiarreico.
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Anexos
Anexo A. Solucion fisiolégica Krebs
Stocks:
Clorurode sodio 1.O M., 118 ml
Cloruro de potasio 0.1 M..........cooiiiiiiiiiiieee 48 ml
Clorurode calcio 0.1 Moo 26 ml
Bicarbonato de sodio 1.OM......oooiiiiiiiiiiiiiiaaan. 25 ml
PH. oo 7.4
Indicaciones:

1.- Los stocks fueron elaborados con agua desionizada y mantenidos en refrigeracion en todo
momento hasta su utilizacion.

2.- La solucion se prepara agregando los stocks en 300 ml de agua desionizada en el orden y
cantidades en que aparecen mencionados arriba, aforando hasta llegar a un volumen de 1 litro.
3.- La solucidn fisiologica se calienta hasta una temperatura de 37 °C. Temperaturas mayores a
42 °C pueden provocar que algunos compuestos de la solucion reaccionen y se precipiten
enturbidndola, por lo que tendra que ser renovada.

4.- Un litro de solucion fisiologica es suficiente para hacer un maximo de cinco registros con la

metodologia utilizada en el presente trabajo, incluidos los lavados.

Fuente: Hoar y Hickman, 1978
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Anexo B. Informacion de las cepas bacterianas utilizadas

Cepas obtenidas del Cepario de Bacterias Entéricas del Departamento de Salud Publica,
Facultad de Medicina, UNAM. Por el Dr. Armando Navarro Ocana.

Escherichia coli enteropatdogena
Numero FMU: E. coli EPEC 107730
Formula antigénica: O111ab:H-.
Origen: Aislamiento clinico.

Escherichia coli enterotoxigénica
Numero FMU: E. coli ETEC 107525
Formula antigénica: O8:H9.

Origen: Aislamiento clinico.

Salmonella enteritidis

Numero FMU: 113245.

Nombre: Salmonella enterica subsp enterica.
Serovariedad: S. Enteritidis.

Formula antigénica: O9:g,m:-.

Origen: Aislamiento clinico.

Salmonella typhi

Numero FMU: 00190

Nombre: Salmonella enterica subsp enterica.
Serovariedad: S. Typhi.

Formula antigénica: 09:d:-

Origen: Aislamiento clinico.

Salmonella typhimurium

Numero FMU: 113259.

Nombre: Salmonella enterica subsp enterica.
Serovariedad: S. Typhimurium.

Formula antigénica: O4, 5, 12:i:1,2

Origen: Aislamiento clinico

Shigella dysenteriae
Numero FMU: S. dysenteriae 1
NCTC 8379.

Shigella flexneri.
Numero FMU: S. flexneri 12,
NCTC 8516
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Cepas obtenidas del Centro de Investigacion Biomédica del Sur del IMSS, Xochitepec.

Enterococcus faecalis
ATCC 29212

Escherichia coli
ATCC 25922
ATCC 8937 (E. coli 2)

Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853

Salmonella typhi
ATCC 06539 (S. typhi 2)

Staphylococcus aureus

ATCC 29213

Laboratorio de Microbiologia.
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Anexo C. Caracteristicas generales y epidemioldogicas de las especies bacterianas

utilizadas

a) Enterococcus faecalis

Estudios de taxonomia molecular del género Streptococcus han contribuido a que se
realicen cambios en la clasificaciéon de estos organismos en las ultimas dos décadas,
dividiendo al género Streptococcus y reconociendo a los Enterococcus como un género
separado. Los Enterococcus son cocos Gram positivos anaerobios facultativos (Murray,
2003). E. faecalis es una de las bacterias mds comunmente aislada del tracto gastrointestinal
del humano, estudios muestran que esta bacteria representa mas del 1% de la microflora de
un adulto (Sghir et al., 2000; Murray, 2003). Son comensales que actian como patdgenos
oportunistas, particularmente en pacientes mayores con enfermedades serias y en pacientes
inmunocomprometidos hospitalizados por largos periodos. E. faecalis es usualmente el
enterococo recuperado de humanos representando del 80 al 90% de los aislamientos
(Murray, 2003) y es el causante de la mayoria de las infecciones enterococcales en humanos
(Gilmore, 2002) y causa del 65 al 80% de las infecciones enterococcales nosocomiales

(Huycke et al., 1998; Sahm, 2000).

b) Escherichia coli

Es el bacilo Gram negativo mas predominante en la microbiota del colon, no obstante
algunas cepas de E. coli han evolucionado y ahora son exclusivamente patogenas
intestinales, originando gastroenteritis, enterocolitis y colitis por una gran variedad de
mecanismos patogénicos unicos, cuando el hospedero que no ha tenido contacto las ingiere
en cantidad suficiente (Kasper et al., 2006). Los biotipos de E. coli son: enterotoxigénica,
enteroinvasiva, enteropatogena y enterohemorragica (Levine y Edelman, 1984). Estos
microorganismos se transmiten a través de la via fecal-oral, basicamente por alimentos y

agua contaminados (Kasper et al., 2006).
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E. coli enterotoxigénica (ETEC)
En los paises tropicales o subdesarrollados ETEC constituye una causa importante de
diarrea endémica, éste es el microorganismo mas comun en la diarrea del turista y causa
entre 25 y 75% de los casos. A nivel mundial es después de los rotavirus, el segundo agente
etiologico en importancia (Sdenzs, 2005). El espectro de esta enfermedad varia desde una
afeccion leve hasta un trastorno grave similar al colera, generando principalmente diarrea
acuosa, para lo cual elabora una proteina de adherencia denominada antigeno factor de
colonizacidén que es necesario para que este microorganismo pueda colonizar la parte alta
del intestino delgado antes de producir la enterotoxina. Aunque los sintomas desaparecen
solos (tipicamente desaparecen en tres dias), la infeccion puede causar una morbilidad y
mortalidad considerables cuando la atencidon sanitaria es deficiente y enferman nifos
pequenos o desnutridos (Kasper et al., 2006). Se considera endémica en México y es la
principal causa de diarrea en este pais segin la serie del Hospital Infantil de México

(Ramiro et al., 2002)

E. coli enteropatogena (EPEC)
EPEC fue la primera variedad patégena de E. coli reconocida como causa de diarrea. Es
patogena principalmente en nifios pequefios, incluyendo a los neonatos. En la actualidad la
infeccion por EPEC es rara en los paises desarrollados, por el contrario, en los
subdesarrollados este microorganismo es causa importante de diarrea infantil, tanto brotes
epidémicos como casos aislados. Aunque la diarrea por EPEC es autolimitada; dura cinco a
15 dias, en ocasiones persiste varias semanas (Kasper et al., 2006). Produce determinantes
de virulencia que permite a estos microorganismos adherirse y desintegrar el borde en
cepillo del epitelio intestinal, efecto denominado de adherencia y esfacelacion o

desprendimiento (Mossel et al., 2003; Kasper et al., 2006).
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¢) Pseudomonas aeruginosa

Patégeno Gram negativo ubicuo y oportunista, que pertenece a la familia
Pseudomonadaceae (Kasper et al., 2006). Es la unica bacteria Gram negativa productora de
pigmento azul de fenacina piocianina, responsable del caracteristico pus azul observado en
las heridas infectadas por este microorganismo. P. aeruginosa rara vez produce enfermedad
en el hospedero sano, afecta a pacientes inmunodeprimidos con heridas traumaticas o
quemaduras o que requieren cateterismo o intubacién. Su naturaleza ubicua incrementa su
diseminacion, estd presente no sélo en suelos y agua, también lo estd en la piel de
individuos sanos y heces normales (Trinidad y Tay, 2003). La mayor parte de las
infecciones por P. aeruginosa se adquieren en el medio hospitalario. De acuerdo con el
sistema del National Nosocomial Infections Surveillance entre 1992 y 1999, fue la segunda
causa de frecuencia de neumonia y la cuarta en infecciones de las vias urinarias (Kasper et
al., 2006), también se ha reportado como la segunda causa principal de infeccién de
quemaduras (Trinidad y Tay, 2003). En los pacientes hospitalizados, la colonizacién
aumenta de acuerdo al tiempo de internacidn, la pérdida de la microbiota normal del cuerpo
por el empleo de antibioticos de amplio espectro incrementa la tasa de colonizacion
(Trinidad y Tay, 2003). Las infecciones causadas por P. aeruginosa se suelen iniciar con la
adherencia bacteriana y la colonizacion de las superficies cutdneas o mucosas,
evolucionando hacia la invasion bacteriana local y la lesion de los tejidos subyacentes. La
infeccion puede permanecer anatomicamente delimitada, o bien, puede diseminar por
extension directa a las estructuras contiguas. A este proceso puede seguir la invasion del
torrente sanguineo, la diseminacion, el sindrome de reaccion inflamatoria sistémica, la
difusion multiorganica y en ultima instancia, el fallecimiento del paciente (Kasper et al.,

2006).
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d) Salmonella spp.

Las salmonelas integran un género de bacilos Gram negativos dentro de la familia
Enterobacteriaceae que contiene mas de 2 300 tipos serologicos, extraordinariamente bien
adaptados para proliferar en seres humanos y en animales, y causando enfermedades de
indole diversa (Kasper et al., 2006). En 1983 se concluyd que todas las especies de
Salmonella consideradas entonces, conforman un género y especie Unica; Salmonella
choleraesuis, por la estrecha similitud de su material genético. Sin embargo por
conveniencia clinica y por el amplio uso de clasificaciones previas se ha optado por seguir
llamando a las salmonelas por el nombre de su serotipo con categoria de especie (Ramiro et

al., 2002).

S. typhi y S. paratyphi proliferan exclusivamente en humanos causando fiebre entérica
(tifoidea), el resto de los serotipos denominados Salmonella no tiféidicas son prevalentes en
el aparato digestivo de un gran numero de animales mamiferos, reptiles, aves e insectos.
Miés de 200 de estos serotipos son patdogenos para el ser humano, ocasionando
gastroenteritis y en ocasiones infecciones circunscritas, bacteriemia, o ambas. De estas la
mayor parte de los casos reportados en Estados Unidos se deben a S. #yphimurium y S.
enteritidis. Todas las infecciones por Salmomnella comienzan con la ingestion de los

microorganismos en agua o alimentos contaminados (Kasper et al., 2000).

S. typhi

Prolifera exclusivamente en hospederos humanos en quienes causa fiebre entérica (tifoidea).
Una vez que las salmonelas llegan al intestino delgado, se topan de nuevo con innumerables
defensas del hospedero, las salmonelas penetran la capa mucosa y luego cruzan las paredes
para lo cual utilizan células fagociticas en los micropliegues. Una vez dentro del macréfago
después de fagocitadas, las salmonelas se diseminan en todo el cuerpo en tales células a

través de los linfaticos y colonizan los tejidos reticuloendoteliales (Kasper et al., 2006).
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S. typhimurium
Ubicua, frecuentemente causa infecciones en el hombre y animales, es el agente mas
frecuente de Salmonella en gastroenteritis en humanos (Krieg y Holt, 1984). Su adquisicion
guarda relacién con la exposicidon a animales de granja enfermos y a diversos productos
carnicos (Kasper et al., 2006). En EU S. typhimurium y S. enteritidis son de los
microorganismos causales de enterocolitis, aunque esta puede ser causada por cualquier

serotipo de Salmonella del grupo I (Jawetz et al., 2007).

S. enteritidis
Frecuentemente se encuentra en humanos y animales (Krieg y Holt, 1984), y vinculada al
huevo de gallina se esta convirtiendo en la principal causa de enfermedad transmitida por
alimentos. Esta Sa/monella infecta los ovarios y el tejido del oviducto superior de la gallina,

contaminando el contenido de los huevos antes de que se deposite la cascara (Kasper et al.,

2006).

e) Shigella spp.

Bacilos delgados, inmdviles Gram negativos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae
y a la tribu Escherichieae. Su relacién con E. coli es tan intima que los dos géneros no
pueden distinguirse mediante técnicas de hibridaciéon de DNA, de hecho puede considerarse
como una E. coli patégena diferenciada (Kasper et al., 2006). Se reconocen cuatro especies
con diferencias en antigenos y en propiedades bioquimicas: Sh. dysenteriae, Sh. flexneri, Sh.
boydii 'y Sh. sonnei (Ramiro et al., 2002; Kasper et al., 2006). El género de
microorganismos se identifica por su capacidad de invadir las células del epitelio intestinal
y originar infeccion y enfermedad a humanos —y primates superiores-, incluso con un
numero pequeilisimo de bacterias. Se ha calculado que en el mundo ocurren cada afio por lo
menos 200 millones de casos clinicos de shigelosis, que causa la muerte de 650 000
personas predominantemente en paises en desarrollo y en particular en nifilos menores de

cinco afios (Kasper et al., 2006).
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Se transmite por via fecal-bucal, por lo comun por contacto interpersonal directo, aunque
pueden participar vectores intermediarios, como alimentos agua, moscas y objetos
inanimados. La disenteria grave causada por este género suele entrafiar infeccién por Sh.
dysenteriae de tipo I, y con menor frecuencia por Sh. flexneri, ocupan el tercer lugar Sh.
sonnei o Sh. boydii (Kasper et al., 2006). La mas frecuente en México es Sh. flexneri,
seguida por Sh. boydii, Sh. sonnei y Sh. dysenteriae. En las escasas series de diarrea con
sangre en este pais (14 a 22%), se sabe que Shigella es el agente causal (Ramiro et al.,

2002).

Sh. dysenteriae
Es una especie particularmente virulenta ocurre en Africa y en América Central, con tasas
de fatalidad del 5 al 15%. Produce una exotoxina (Toxina Shiga), que dafa el epitelio
intestinal, y en algunos pacientes puede mediar dafio en las células endoteliales del
glomérulo resultando en fallo renal (Murray ef al., 2009). También actiia como enterotoxina
y produce diarrea. En los humanos también inhibe la absorcidén de azicar y aminoacidos en
el intestino delgado. Actlia como ‘“neurotoxina”, esta sustancia puede contribuir a la
gravedad extrema y a la naturaleza mortal de las infecciones por Sh. dysenteriae, asi como a

las reacciones del sistema nervioso central observadas en ellas (Jawetz et al., 2007).

Sh. flexneri
Predomina en paises subdesarrollados a diferencia de Sh. sonnei que es responsable de mas
del 85% de las infecciones en EU (Murray et al., 2009). Sh. flexneri y Sh. sonnei producen
una antitoxina que neutraliza in vitro la exotoxina de Sh. dysenteriae. La toxina produce
diarrea inicial abundante, no sanguinolenta, y la invasién del intestino grueso produce

después disenteria con sangre y pus en las heces (Jawetz et al., 2007).
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f) Staphylococcus aureus

Bacterias Gram positivas inmoviles dispuestas en racimos individuales de la familia
Micrococcaceae (Trinidad y Tay, 2003). Es la mas virulenta de las muy diversas especies de
estafilococos, ha demostrado su versatilidad al seguir siendo una causa importante de
morbilidad y mortalidad a pesar de contarse con innumerables antibidticos
antiestafilocdcicos eficaces para combatirlo. S. aureus es un patégeno pluripotente que
origina enfermedad por mecanismos tanto mediados como no mediados por toxinas. Este
microorganismos origina infecciones nosocomiales (causa mas frecuente) y de origen
comunitario, que varian desde procesos relativamente menores de la piel y partes blandas,
hasta trastornos generalizados que pueden ser mortales. Ocupa el segundo lugar en producir
bacteriemia primaria. También produce intoxicacion alimentaria estafilococica, en EU
constituye una de las principales causas de brotes de infecciéon de origen alimentario
(Kasper et al., 2006). Dicha intoxicacion alimentaria se caracterizada por vomito violento y
diarrea profusa, que aparece de 2-8 horas después de la ingestion del alimento que contenia
la enterotoxina. Aunque realmente no es grave en el sentido clinico y solo rara vez termina
en muerte, la intoxicacidon alimentaria es, no obstante, muy desagradable causando
incapacidad total durante un corto periodo de tiempo. Al parecer no todas las cepas de S.
aureus son capaces de producir enterotoxinas. La mayoria de los brotes de intoxicacion
alimentaria estafilocdcica son producidos por carnes cocidas frias, especialmente las
provenientes de aves y productos cdrnicos curados. Los alimentos implicados a veces
incluyen productos tales como los pasteles rellenos de nata, alimentos marinos y menos
frecuentemente, conservas vegetales y de pescado que estan contaminados por

manipulacién (Mossel et al., 2003).
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Anexo D. Pruebas estadisticas

Cuadro D1. ANOVA de la frecuencia por el tratamiento en el modelo in vitro, las diferencias

significativas estan marcadas con color rojo.

Fuente Suma de cuadrados Gl Cuadrado medio Razon-F Valor-P
Inter-grupos 0.24785 10 0.024785 12.39 0.0000
Intra-grupos 0.0620143 31 0.00200046

Total (Corr.) 0.309865 41

El cuadro ANOVA descompone la varianza de la frecuencia en dos componentes: un
componente entre grupos y un componente dentro del grupo. La Razon-F, que en este caso es
igual a 12.39, es un cociente de la estimacion entre grupos a la estimacion dentro del grupo.
Dado que el Valor-P de la prueba F es menor que 0.05, hay una diferencia estadisticamente
significativa entre la frecuencia media de un nivel del tratamiento a otro en el nivel de
confianza del 95,0%.

Cuadro D2. Prueba de Tukey (HSD) de la frecuencia por el tratamiento en el modelo in vitro: los
datos son las diferencias entre los tratamientos, las diferencias significativas estin marcadas con color

rojo (p<0.01) y verde (p<0.05).

Hoja Corteza Fruto
H D M H D M H D |M

Tween

Tween

-0.255
-0.124
-0.192
-0.111
-0.131
-0.230
-0.100
-0.125
-0.059 | -0.029

Hoja

Corteza

Fruto

2lo|lz|Z2lesz|2|o|m

0.040 | 0.066
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Cuadro D3. ANOVA de la tension por el tratamiento en el modelo in vitro, las diferencias

significativas estan marcadas con color rojo.

Fuente Suma de cuadrados Gl Cuadrado medio Razon-F Valor-P

Inter-grupos 0.0550394 10 0.00550394 731 0.0000
Intra-grupos 0.0233388 31 0.000752866
Total (Corr.) 0.0783782 41

El cuadro ANOVA descompone la varianza de la tension en dos componentes: un componente
entre grupos y un componente dentro del grupo. La Razon-F, que en este caso es igual a 7.31,
es un cociente de la estimacion entre grupos a la estimacion dentro del grupo. Dado que el
Valor-P de la prueba F es menor que 0.05, hay una diferencia estadisticamente significativa
entre la tension media de un nivel del tratamiento a otro en ¢l nivel de confianza del 95,0%.

Cuadro D4. Prueba de Tukey (HSD) de la tension por el tratamiento en el modelo in vitro: los datos
son las diferencias entre los tratamientos, las diferencias significativas estan marcadas con color rojo

(p<0.01) y verde (p<0.05).

Hoja Corteza Fruto
H D M H D M H D |M

Tween

Tween

0.002
-0.040
-0.050

0.006
-0.100
-0.083
-0.089
-0.047
-0.021| -0.013

Hoja

Corteza

Fruto

2lo|lz|Z2lez|2|o|m

0.0680.025
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Cuadro D5. ANOVA de la amplitud por el tratamiento en el modelo in vitro, las diferencias

significativas estan marcadas con color rojo.

Fuente Suma de cuadrados Gl Cuadrado medio Razon-F Valor-P
Inter-grupos 0.154258 10 0.0154258 2.35 0.0335
Intra-grupos 0.203448 31 0.00656283
Total (Corr.) 0.357705 41

El cuadro ANOVA descompone la varianza de la amplitud en dos componentes: un
componente entre grupos y un componente dentro del grupo. La Razon-F, que en este caso es
igual a 2.35, es un cociente de la estimacion entre grupos a la estimacion dentro del grupo.
Dado que el Valor-P de la prueba F es menor que 0.05, hay una diferencia estadisticamente
significativa entre la amplitud media de un nivel del tratamiento a otro en el nivel de confianza

del 95,0%.

Cuadro D6. Prueba de Tukey (HSD) de la amplitud por el tratamiento en el modelo in vitro: los datos

son las diferencias entre los tratamientos, las diferencias significativas estan marcadas con color rojo

Tween

(p<0.01) y verde (p<0.05).
Tween Hoja Corteza Fruto
D H D M H D (M

0.043

Hoja

0.159

0.165

0.079

Corteza

0.152

0.166

0.144

Fruto

0.073

Zlo|lz|Z2loz|Z2|o|=

0.144

0.123

0.000 | 0.072
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Cuadro D7. ANOVA del avance del marcador por el tratamiento en el modelo in vivo, las diferencias

significativas estan marcadas con color rojo.

Fuente Suma de cuadrados Gl Cuadrado medio Razon-F Valor-P

Inter-grupos 0.00157628 4 0.000394071 4.27 0.0166
Intra-grupos 0.00138329 15 0.000092219
Total (Corr.) 0.00295957 19

El cuadro ANOVA descompone la varianza del avance en dos componentes: un componente
entre grupos y un componente dentro del grupo. La Razon-F, que en este caso es igual a 4.27,
es un cociente de la estimacion entre grupos a la estimacion dentro del grupo. Dado que el
Valor-P de la prueba F es menor que 0.05, hay una diferencia estadisticamente significativa
entre el avance medio de un nivel del tratamiento a otro en el nivel de confianza del 95,0%.

Cuadro D8. Prueba de Tukey (HSD) del avance del marcador por el tratamiento en el modelo in
vivo: los datos son las diferencias entre los tratamientos, las diferencias significativas estain marcadas

con color rojo (p<0.01) y verde (p<0.05).

Hoja Corteza
H M M

Tween

+

Hoia |H|0.005
92 il o.013
Corteza | M| -0.002 20.003|0.015

Anexos |86



	Portada

	Índice

	Resumen

	1. Antecedentes

	2. Diarrea

	3. Tratamiento

	4. La Búsqueda de Nuevos Tratamientos

	5. PLanta Medicinal en Estudio 

	6. Justificación y Objetivos

	7. Hipótesis

	8. Trabajo de Gabinete y Campo

	9. Selección de los Extractos con mayor Actividad Antimotílica in Vitro en Intestino Aislado de Rata 
	10. Modelo Farmacológico in Vivo de los Extractos Seleccionados Sobre la Motilidad Gastrointestinal en Ratón

	11. Pruebas Microbiológicas: Método de Dilución en Agar

	12. Resultados

	13. Discusión 

	14. Conclusiones

	15. Literatura Citada

	Anexos


